La production de l'anion superoxyde par l'angiotensine, l'endothéline et les voies de signalisation dépendantes de l'acide arachidonique dans les tissus vasculaires dans le développement de l'hypertension by Laplante, Marc-André
Université de Montréal
La production de l’anion superoxyde par l’angiotensine, I’endothéline et les voies de
signalisation dépendantes de ]‘acide arachidonique dans les tissus vasculaires dans





Thèse présentée à la faculté des études supérieures














L’auteur a autorisé l’Université de Montréal à reproduire et diffuser, en totalité
ou en partie, par quelque moyen que ce soit et sur quelque support que ce
soit, et exclusivement à des fins non lucratives d’enseignement et de
recherche, des copies de ce mémoire ou de cette thèse.
L’auteur et les coauteurs le cas échéant conservent la propriété du droit
d’auteur et des droits moraux qui protègent ce document. Ni la thèse ou le
mémoire, ni des extraits substantiels de ce document, ne doivent être
imprimés ou autrement reproduits sans l’autorisation de l’auteur.
Afin de se conformer à la Loi canadienne sur la protection des
renseignements personnels, quelques formulaires secondaires, coordonnées
ou signatures intégrées au texte ont pu être enlevés de ce document. Bien
que cela ait pu affecter la pagination, il n’y a aucun contenu manquant.
NOTICE
The author of this thesis or dissertation has granted a nonexciusive license
allowing Université de Montréal to reproduce and publish the document, in
part or in whole, and in any format, solely for noncommercial educationaT and
research purposes.
The author and co-authors if applicable tetain copyright ownership and moral
rights in this document. Neither the whole thesis or dissertation, nor
substantial extracts from it, may be printed or otherwise reproduced without
the author’s permission.
In compliance with the Canadian Privacy Act some supporting forms, contact
information or signatures may have been removed from the document. While
this may affect the document page count, it does not represent any loss of
content from the document.
11
Cette thèse intitulée
La production de l’anion superoxyde par l’angiotensine, l’endothéline et les voies dc
signalisation dépendantes de l’acide arachidonique dans les tissus vasculaires dans
le développement de l’hypertension
Présentée par:
Marc-André Laplante
A été évaluée par un jury composé des personnes suivantes
Dr Guy Rousseau Président du jury
Dr Jacques de Champlain Directeur de recherche
Dr Éric Thorin Membre






L’objectif de ce projet était d’identifier et de clarifier les mécanismes responsables de la
production d’anion superoxyde dans les cellules de muscles lisses vasculaires du rat et de
mesurer l’impact de ces mécanismes dans le développement de l’hypertension.
Nous avons observé que l’angiotensine II augmentait la production aortique d’anion
superoxyde et l’activité de la voie ERK-MAPK simultanément à l’élévation de la
pression artérielle chez le rat mâle $prague-Dawley. Nous avons proposé l’existence
d’une corrélation entre ces trois facteurs puisque l’activité de la NAD(P)H oxydase dans
l’aorte, l’augmentation de la pression artérielle systolique et l’activité de la voie ERK
MAPK dans l’aorte ont été prévenues par un inhibiteur de ERK, le PD98059, par un
bloqueur des récepteurs à l’angiotensine II, le losartan, et par le traitement avec un
antioxydant, l’acide Œ-lipoïque.
Nous avons également proposé une association entre la production soutenue d’anion
superoxyde et la synthèse d’endothéline-l par l’angiotensine II dans les cellules de
muscles lisses vasculaires. Nos études ont démontré que la majeure partie de l’anion
superoxyde obtenue après une stimulation des cellules par l’endothéline-l était produite
par la NAD(P)H oxydase. De plus, la production d’anion superoxyde dans les cellules en
culture après un traitement soutenu de plus de trois heures à l’angiotensine II pouvait ftre
prévenue par le BQ-123, un antagoniste des récepteurs à l’endothéline et la production
d’anion superoxyde dans l’aorte de rats traités chroniquement avec l’angiotensine II
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pouvait être prévenue par le LU302872, un antagoniste non sélectif des récepteurs à
endothéline.
Finalement, nous avons étudié l’effet oxydant des oméga-3 et oméga-6, acides gras
substrats des voies de l’acide arachidonique. Nous avons trouvé que les oméga-6
augmentaient la production de l’anion superoxyde dans les cellules de muscles lisses
vasculaires en culture et que cet effet était indépendant des mécanismes associés à
l’angiotensine II. Les oméga-3, ainsi que les inhibiteurs de la 12-lipoxygénase ont
prévenu cette production d’anion superoxyde. Nous avons aussi montré que la
production d’anion superoxyde dans l’aorte de rats $prague-Dawley était reliée au
rapport oméga-6/oméga-3 contenu dans leur régime.
En conclusion, nos expériences montrent que la production de l’anion superoxyde par
l’angiotensine II dans l’aorte est un phénomène dépendant de l’activité de la voie ERK
MAPK et de la synthèse de l’endothéline-l et que cette production est associée
étroitement à l’augmentation de la pression artérielle. Cependant, la production aortique
d’anion superoxyde associée à un ratio élevé oméga-6/oméga-3 est indépendante et
potentiellement additive à l’augmentation de la production d’anion superoxyde par
l’angiotensine II. Ces expériences mettent en valeur la multiplicité des sources de
radicaux dans le système vasculaire suggérant la nécessité de revoir les stratégies
existantes pour améliorer les approches thérapeutiques antioxydantes.
VMots clés Muscles lisses, acide arachidonique, voie ERK-MAPK, acide
docohexaénoïque, acide eicosapentaénoïque, apocynine, NAD(P)H oxydase, lucigénine,
lipoxygénase, stress oxydant, endothéline, angiotensine.
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SUMMARY
The aim of this thesis is to clarify the mechanisms responsible for the production of
superoxide anion in vascular smooth muscle celis and to assess the importance of this
production on the development of hypertension.
We have observed that angiotensin II, in isolated smooth muscle celis and in aorta from
$prague-Dawley rats, increased the superoxide anion production by an increase of ERK
MAPK activity and this production was simultaneously associated with an increased
systolic blood pressure. We have also demonstrated that the production of superoxide
anion, the increased NAD(P)H oxidase activity and the increase of systolic blood
pressure could be prevented by blocking the ERK-MAPK pathway as well as by the
treatmcnt with Œ-lipoic acid, a potent antioxidant. We have thus established a close
correlation between the superoxide anion production, the ERK-MAPK activity and
systolic blood pressure during the development of hypertension induced by angiotensin
II.
We also showed that the superoxyde anion production by angiotensin II was associated to
an increase of the synthesis of endothelin- 1 in vascular smooth muscle ceils. Our studies
showed that endothelin- 1 could activate NAD(P)H oxidase and that this enzyme was
responsible of the major part of superoxide anion produced this way. In addition,
superoxide anion production in cultured ceils afier a sustained treatment of angiotensin II
was prevented by BQ-123, an antagonism of ETA receptors and the superoxyde anion
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production in aorta from rats treated with angiotensin II was prevented by a treatment
with LU302$72, an ET receptors antagonism.
finally, we investigated the oxidative effects of omega-3 and omega-6 fatty acids, two
substrates of the arachidonic acid dependent pathways. Omega-6 fatty acids increased
the superoxide anion production in vascular smooth muscles ceils and this effect was
independent of the signaling pathways associated with angiotensin II. A combination
with omega-3 fatty acids or with inhibitors of 1 2-lipoxygenase prevented this increase of
superoxide anion. We also showed that the production of superoxide anion in the aorta of
Sprague-Dawley rats was related to the omega-6/omega-3 ratio in the diet.
In conclusion, our experiments showed that the production of superoxide anion by
angiotensin II in the aorta is a process involving the ERK-MAPK pathway and
endothelin- 1 synthesis and that this production is linked with an increased systolic blood
pressure. However, the production of superoxide anion associated with a high omega
6/omega-3 ratio is independent and potentially additive to the production associated with
angiotensin II. These experiments show the importance of taking into account the
multiple sources of superoxide anion in elaborating novel antioxidant therapeutic
approaches.
Keywords: Smooth muscles, arachidonic acid, ERK-MAPK pathway, docohexaenoic
acid, eicosapentaenoic acid, apocynin, NAD(P)H oxidase, lucigenin, lipoxigenase,
oxidative stress, endothelin, angiotensin.
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CHAPITRE I - INTRODUCTION ET REVUE DE LA LITTÉRATURE
1. Les maladies cardiovasculaires et ]‘hypertension artérielle
Les maladies cardiovasculaires sont la principale cause de mortalité dans le monde,
incluant même les pays en voie de développement. Au Canada, les maladies du système
circulatoire comptent pour 34-36% (homme-femme) de la mortalité totale [1] (Global
Cardiovascular Infobase 2000) les infarctus aigus et les accidents cérébrovasculaires étant
les causes spécifiques principales.
Selon des données de 1’ Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et la Global Burden of
Disease database, 26 facteurs de risques associés aux maladies cardiovasculaires ont été
identifiés [2]. Les principaux facteurs étant l’hypertension, le cholestérol, le diabète,
l’indice de masse corporelle, la consommation d’alcool et le tabagisme. Les pays en voie
de développement, bien que présentant un tableau similaire aux pays industrialisés,
subissent également l’influence de la malnutrition et les maladies infectieuses et
transmissible sexuellement (SIDA).
L’étude Framingham débutée en 1948 et incluant 5000 patients entre 30 et 62 ans d’une
population essentiellement caucasienne avait pour objectif d’identifier les causes
principales et d’estimer le risque cardiovasculaire dans la population américaine afin de
contrer l’augmentation de l’incidence des ces maladies depuis le début du siècle [3]. Les
3principaux facteurs mis en évidence sont la haute pression artérielle, le taux élevé de
cholestérol sanguin, le tabagisme, l’obésité, le diabète et l’inactivité physique.
Cependant, l’étude WHO MONICA (World Health Organisation Multinational
MONItoring oftrends and determinants in CArdiovascular disease) a montré que les
facteurs de risques pris séparément n’expliquaient pas totalement la variance observée
pour les mortalités cardiovasculaires [4]. Variation probablement explicable par le fait
que les risques cardiovasculaires sont potentialisés lorsque combinés. Les études de la
National Health and Nutrition Examination (NHANES I et II) ont d’ailleurs montré que
l’addition de facteurs de risques augmente considérablement les chances d’événements
cardiovasculaires. Une personne ayant déjà subi un infarctus a deux fois plus de chances
de mourir de causes reliées au système cardiovasculaire. Avec un facteur de risque
supplémentaire non contrôlé, les chances augmentent à 4,3 fois et avec deux facteurs
supplémentaires les chances grimpent à 6 fois [5].
Vers les années 90, la combinaison de certains facteurs de risque souvent associés, a pris
la nomenclature de ‘syndrome métabolique’. Le syndrome métabolique est défini par
l’Organisation Mondiale de la Santé comme une association de facteurs tels que des
changements défavorables du glucose (>6,1 mmol/l), une obésité viscérale (index de
masse corporelle> 3Okg/m2), une dyslipidémie (triglycérides >1,69 mmol/l, HDL <0,9
mmol/l) et une hypertension (>140/90 mmHg) [6]. Non seulement ces facteurs ont un
impact individuel sur la santé vasculaire, mais aussi ont tendance à se développer
simultanément chez les patients. Le syndrome métabolique vient changer notre
4perception des facteurs pouvant entraîner la mortalité. En effet, une étude effectuée sur
des survivants de l’étude MRFIT [7] entre 1980 et 1999 vient montrer que chez les
patients souffrant du syndrome métabolique, le taux de glucose sanguin surpassait la
pression artérielle élevée pour l’augmentation du risque d’événements cardiovasculaire.
Les patients souffrant du syndrome métabolique présentaient aussi un risque global plus












Figure 1 : Les principaux facteurs du syndrome méthabolique
Il reste cependant que l’hypertension par elle-même est une cause majeure de la
diminution de l’espérance de vie et de la maladie cardiovasculaire. Une étude réalisée
sur 3200 personnes de 50 ans au moment du recrutement pour l’étude Framingham a
montré que les normotendus avaient une espérance de vie plus longue de 5,1 ans chez les
5hommes et 4,9 ans chez les femmes par rapport aux hypertendus. Les normotendus de
l’étude (22% de l’échantillon) ont vécu 7,2 ans de plus que les hypertendus sans souffrir
de problèmes cardiovasculaires [9].
L’étude MRFIT a démontré l’association de la tension artérielle et la mortalité. Un suivi
de l’étude a montré qu’une diminution de la pression systolique et diastolique prévenait
de façon plus efficace la mortalité qu’une diminution de la pression systolique,
diastolique ou pulsée séparément [10]. En 1956, une étude de Corcoran et al. [11] a
montré que les patients hypertendus traités adéquatement présentaient moins de
complications athérosclerotiques et vivaient plus longtemps.
À l’an 2000 [12], 26% de la population mondiale adulte souffrait d’hypertension. Ce
chiffre en 2025 est estimé à 29%, plus de 1,5 milliards d’individus. La Canadian Heart
Health Survey, menée entre 198$ et 1992 [13] a montré que 23% des canadiens sont
touchés par cette maladie et que seulement 13% des sujets étaient bien contrôlés.
Environ 5 millions de canadiens présentement font de l’hypertension et sur ce nombre,
seulement la moitié en sont conscients et moins du quart sont traités. Un patron similaire
est observé dans la plupart des pays industrialisés. Malgré l’existence d’une
pharmacopée réputée assez efficace pour le traitement de la pression artérielle, plusieurs
patients n’atteignent pas les valeurs cibles de pression 140/90 mmHg recommandées par
la Société Canadienne d’Hypertension. De plus, 5% des cas d’hypertension sont
secondaires à des maladies connues alors que 95% de cas d’hypertension sont primaires
impliquant des mécanismes plus ou moins bien définis.
6Les études à travers le monde soulignent qu’il y a place à l’amélioration pour le
traitement de l’hypertension et que malgré une pharmacopée variée et relativement
efficace, une proportion écrasante d’hypertendus dans le monde n’est pas adéquatement
traitée. Une autre approche préconisée est la prévention de l’hypertension en incluant des
changements d’habitudes de vie. La décroissance de la pression artérielle observée dans
plusieurs populations incluses dans l’étude WHO MONICA entre les années $0 et 90
n’est pas attribuable a une diminution des hautes valeurs de pressions ce qui serait la
conséquence d’une approche thérapeutique, mais plutôt d’une diminution répartie sur les
hautes moyennes et basses valeurs ce qui suggère que les changements globaux sur le
mode de vie ont été plus efficace pour contrer l’hypertension à grande échelle [14].
D’autres études ont aussi montré qu’au cours des trois dernières décennies, l’incidence de
l’hypertension artérielle semble avoir légèrement diminuée [15], alors que la
consommation de sodium est restée sensiblement la même et que la consommation
d’alcool et de graisses a diminuée. Cependant, la consommation calorique totale et
l’obésité ont augmenté [16].
1.2 L’état clinique de l’hypertension
La définition exacte de l’hypertension relève davantage d’une convention puisque ce
désordre est la plupart du temps asymptomatique chez les patients. Chaque organisme
défini des valeurs ‘cibles’ en se basant sur des études cliniques associant un risque
d’événements cardiovasculaires à différentes valeurs. La Société Canadienne
d’Hypertension recommandait en 2006 une cible inférieure à l4OmmHg pour la tension
7systolique et inférieure à 9OmmHg pour la tension diastolique et une tension inférieure à
130/$Ommflg pour des patients diabétiques hypertendus ou ayant des problèmes
chroniques rénaux [17].
1.2.1 Les causes de l’hypertension
La plupart des hypertendus (environ 95%) souffrent d’hypertension ‘essentielle’ ce qui
réfère à une hypertension dont les causes ne sont pas déterminées par opposition à une
hypertension ‘secondaire’ qui est une conséquence d’une maladie ou désordre spécifique.
Les cas les plus communs d’hypertension secondaire sont des tumeurs ou des activations
anormales des glandes endocrines. L’acromégalie, une suractivation de la sécrétion
d’hormones de croissance, ou un phéochromocytome sur les glandes surrénales
produisant un surplus de catécholamines ou le syndrome de Cushing, qui est une tumeur
de la glande corticosurrénale produisant des corticostéroïdes en surabondance ou un
hyperaldostéronisme causé par une tumeur ou une hyperplasie des cellules de la glande
surrénale sont tous des exemples d’hypertension secondaires. On retrouve aussi des
affectations rénales comme la sténose d’une artère rénale qui amène la suractivation du
système rénine-angiotensine qui sont considérées comme des causes d’hypertension
secondaire.
L’hypertension essentielle se développe graduellement au cours de la vie et n’origine pas
d’une cause précise, mais d’un ensemble multifactoriel de conditions environnementales.
L’alimentation est un facteur déterminant dans le développement de l’hypertension. Des
8études épidémiologiques dans les années 70-$0 sur les populations urbaines et rurales des
Îles Salomon et des îles du Pacifique ont montré que malgré une espérance de vie plus
grande des populations développées urbaines des fies du Pacifique, des facteurs comme
l’alimentation et les habitudes de vie augmentent les cas d’hypertension et de maladies
cardiovasculaires comparativement aux populations ayant un mode de vie plus primitif
[1$]. Un régime plus riche en hydrates de carbone, l’obésité et une consommation plus
importante de sel ont été proposés comme étant des facteurs pouvant expliquer cette
différence [19].
Le développement de l’hypertension a souvent été mis en parrallèle avec des régimes
spécifiques propres à des populations. Le régime méditerranéen, riche en poissons, huile
d’olive, fruit, légumes et vin rouge est un exemple pouvant expliquer des différences de
la tension artérielle entre les populations [20]. Un régime riche en sucre favorise
l’apparition du diabète de type 2 qui est associé à une détérioration accélérée du système
circulatoire. Un régime riche en graisses saturées modifie les systèmes de transport du
cholestérol et en augmente le dépôt de lipides dans la paroi des vaisseaux. Un apport trop
important en calories combiné avec peu d’exercice entraîne des problèmes d’obésité
souvent reliés à une détérioration du système circulatoire conduisant à une élévation de la
tension artérielle. D’ailleurs, les liens étroits entre plusieurs facteurs de risques
concomitants : l’obésité abdominale, la dyslipidémie, l’hypertension, la résistance à
l’insuline (avec ou sans intolérance au glucose ou diabète), la microalbuminerie et
l’augmentation de facteurs inflammatoires ou thrombotiques ont été reconnus. Par contre,
l’addition de substances possédant des propriétés antioxydantes dans un régime ont
9révélé avoir des effets antihypertenseurs. En effet, le cacao, un activateur de la
production d’oxyde nitrique très présent dans l’alimentation traditionnelle des indiens
Kuna, a démontré son effet protecteur sur les maladies cardiovasculaires chez les indiens
consommant leur diète traditionnelle comparativement aux indiens devenus citadins [21].
Le concept de la ‘cuisine préventive’ est plutôt attrayant et peut constituer un outil de
prévention efficace dans l’avenir, bien que le problème de l’adhérence des patients pour
la thérapeutique médicamenteuse actuelle risque de s’appliquer également à l’approche
diététique.
L’hypertension a été associée aussi au vieillissement dès les premières études réalisées
sur le sujet [22]. Cependant, on a observé dans plusieurs populations que la pression
artérielle n’augmente pas avec l’âge, par exemple les populations rurales chinoises [23],
ce qui laisse présumer que l’âge seul n’est pas un facteur suffisant pour expliquer
l’hypertension. Une différence dans le contenu en sel de l’alimentation entre les
populations a été postulée comme une explication probable des différences entre les
populations rurale et urbaine. Des facteurs génétiques sont aussi impliqués par exemple
dans la sensibilité de la réponse hypertensive au sel. Le Projet Européen sur les Gènes en
Hypertension (EPOGH) a souligné que l’hypertension est une maladie polygénique et
fortement influencée par le milieu et les habitudes de vie [24]. finalement, un
environnement induisant un stress élevé et constant est associé à une suractivation du
système sympathique qui a été proposée comme une étape initiale du développement de
l’hypertension artérielle menant à une altération de la réabsorption du sodium dans les
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tubules rénaux et une augmentation de la sécrétion de la rénine et de la formation
d’angiotensine [25].
1.2.2 L’évolution du traitement de l’hypertension
Originalement, l’hypertension était considérée comme un phénomène neurologique et les
premiers traitements de l’hypertension consistaient à bloquer la transmission
sympathique centrale par des analogues inactifs de l’acétylcholine (hexamethonium par
exemple). Cette stratégie inhibait aussi le système parasympathique et entraînait des
effets secondaires considérables sur la sudation, l’activité intestinale et la concentration
des patients [26]. Ensuite, les patients étaient traités avec des ganglioplégiques tel que le
tartrate de pentolinium [27] plus faciles à administrer que l’hexamethonium, mais
toujours caractérisés par les effets secondaires de l’inhibition des systèmes sympathiques
et parasympathiques bouche sèche, constipation, frissons, impuissance et hypotension
posturale. Cependant, ces premières thérapies pharmacologiques étaient des alternatives
plus souhaitables que les traitements précédents dominés par les traitements chirurgicaux
tels que des sympathectomies ou des sunénalectomies.
Cependant, il a été observé que la réponse des patients au blocage ganglionnique
dépendait de l’accumulation de sel et d’eau dans leur organisme. En effet, les patients
sujets à faire des oedèmes développaient une résistance à la thérapie et cette résistance
était atténuée par un régime faible en sel. Le développement de médicaments capables
d’induire une déplétion moyenne en sel chez ces patients était donc une étape importante
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dans le traitement de l’hypertension. Les diurétiques, en particulier la chlorothiazide, ont
été graduellement intégrés à la thérapie antihypertensive. Les diurétiques sont des
composés qui augmentent l’excrétion du sodium et de l’eau par les reins, réduisant ainsi
le volume sanguin et la pression artérielle, bien que certains de leurs effets
antihypertenseurs soient indépendants des effets diurétiques. La chlorothiazide, bien que
considérablement mieux tolérée que les traitements antérieurs, présente malgré tout
certains effets secondaires comme la réduction du potassium sanguin ou l’accumulation
d’acide urique dans le sang causant des crises de gouttes. Des cas plus rares de diabète
développé suite au traitement ont aussi été rapportés.
Les effets secondaires des bloqueurs ganglionniques restaient toutefois problématiques et
des composés pouvant bloquer sélectivement le système sympathique en épargnant le
système parasympathique ont été développés pour solutionner ce problème. Certains de
ces composés, comme la guanéthidine et la réserpine étaient capables d’épuiser les stocks
de catécholamines dans les vésicules de sécrétion des synapses adrénergiques alors que
d’autres composés comme le méthyldopa empêchait la formation des catécholamines [2$].
Un raffinement des médications sélectives au système sympathique a mené à la
découverte du premier f3-bloqueur, la dichloroisoprénaline, et ensuite au propranolol, le
premier f3-bloqueur utilisé avec succès en clinique. Les 3-bloqueurs sont des antagonistes
des récepteurs 13 du système sympathique bloquant la stimulation cardiaque, mais aussi la
relâche de noradrénaline potentialisée par les récepteurs f3 présynaptiques dans les
terminaisons sympathiques reliées au réseau vasculaire. L’usage de ces médicaments a
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réduit les événements cardiovasculaires à l’exception de la maladie coronaire qui était
toujours significativement élevée par rapport aux patients normotendus [29].
Simultanément au développement des 13-bloqueurs, les bloqueurs des canaux calciques
ont été développés. Ces médicaments bloquent les canaux de type L sensibles au voltage
des cellules musculaires du coeur et des vaisseaux. Ils diminuent la résistance
périphérique et la force de contraction du coeur, bien que la réponse du réflexe
sympathique tende à éliminer l’effet inotrope négatif des produits. Cette classe de
médicaments est utilisée pour ses effets hypotenseurs anti-angineux et aussi anti-
arythmiques. Le vérapamil fut le premier agent développé de cette classe [30].
Suite à ces progrès, il est apparu nécessaire de développer non-seulement des composés
capables de réduire la tension artérielle mais aussi de protéger plus efficacement les
organes des patients à haut risque d’événements cardiovasculaires. Le système rénine
angiotensine, connu depuis plusieurs années, était une cible logique à cause de son
influence sur la pression artérielle par le contrôle de la réabsorption tubulaire rénale et du
volume sanguin et par les effets de l’angiotensine II sur le tonus vasculaire. Les
antagonistes des récepteurs à l’angiotensine II empêchent l’angiotensine II d’exercer ses
effets par le récepteur AT1 ce qui provoque une vasodilatation et une diminution de la
production de vasopressine et d’aldostérone et diminue la pression artérielle. Les
inhibiteurs de l’ECA (enzyme de conversion de l’angiotensine) préviennent la formation
de l’angiotensine ii à partir de l’angiotensine I. Ces agents développés dans les années
$0 diminuent la pression artérielle efficacement et semblent poser des avantages, en
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particulier sur les facteurs métaboliques tels que la tolérance au glucose ou les lipides
sanguins [31].
D’autres classes ont aussi été développées bien que jusqu’à maintenant, elles sont
limitées à des usages spécifiques. Les a-bloqueurs antagonisent les récepteurs a-1
adrénergiques et bloquent les effets du système sympathique sur les vaisseaux. Ils
présentent cependant des effets secondaires comme une hypotension causé par
l’inhibition des baroréflexes et augmentent les risques d’insuffisance cardiaque [32]. Les
antagonistes des récepteurs de l’endothéline sont surtout employés dans le traitement de
l’hypertension pulmonaire. La clonidine est un inhibiteur sympathique central et un
agoniste a2-adrénergique qui, par un effet de feedback, diminue la relâche de
catécholamines par la médullo-surrénale. La clonidine est cependant aujourd’hui surtout
utilisée contre la douleur, la dépendance aux opioïdes et Ï’hyperactivité.
Le Canadian Hypertension Education Proglam (CHEP) est un programme national
canadien pour améliorer la détection et le traitement de l’hypertension qui émet des
recommandations aux médecins Canadiens chaque année [33]. En 2006, les
recommandations privilégient en première approche des changements de style de vie
pour atteindre les valeurs cibles de la Société Canadienne d’Hypertension, la thérapie
médicamenteuse devenant nécessaire pour des pressions diastoliques/systoliques
dépassant 100/l6OmmHg chez des patients sans risques additionnels et 90/l4OmmHg
chez des patients présentant des atteintes aux organes cibles ou des facteurs de risques
cardiovasculaires. Chez les patients ne présentant pas d’indication spécifique souffrant
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d’hypertension diastolique avec ou sans hypertension systolique, le programme
recommande l’usage des diurétiques thiazides, des béta-bloqueurs (chez les 60 ans et
moins), des inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine II, des antagonistes
du récepteur de l’angiotensine ou des bloqueurs des canaux calciques. Il est aussi
souligné que l’utilisation de plusieurs classes de médicaments est souvent nécessaire pour
atteindre les valeurs cibles. Des schémas de traitement plus spécifiques ont aussi été
proposés dans des cas particuliers de patients hypertendus. Par exemple, les inhibiteurs
de l’enzyme de conversion de l’angiotensine sont recommandés en thérapie initiale pour
les diabétiques et les insuffisants rénaux. Il est aussi recommandé d’administrer des
médicaments pour protéger le système vasculaire, comme les statines ou l’aspirine, chez
les patients présentant des risques cardiovasculaires multiples.
Malgré l’apparition de nouvelles cibles et thérapies, peu d’évidences montrent la
supériorité d’un traitement par rapport à un autre pour le contrôle de la pression artérielle.
Le bénéfice d’un traitement dépend davantage du patient et d’objectifs secondaires entre
autres la glycémie, l’insulinémie, les lipoprotéines et les marqueurs de la fonction rénale.
Un consensus semble cependant exister sur le besoin de diminuer la pression autant que
possible précocement et de recourir à la combinaison de plusieurs classes de
médicaments pour atteindre les objectifs de tension artérielle.
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1.3 Le développement de l’athérosclérose
L’athérosclérose est une affection des artères de gros et moyens calibres comme les
artères coronaires, carotides, iliaques, fémorales et l’aorte. Elle se développe de façon
asymptomatique pendant des années dans l’intima, la plus interne des trois couches
artérielles, avant d’arriver à maturité. À ce stade, la lésion consiste en un épaississement
focal, ou plaque, qui est formée d’un centre nécrotique constitué de cristaux de lipides et
de nombreux débris cellulaires, enchâssé sous une épaisse couche de collagène. Cette
capsule de collagène contient des cellules de muscles lisses ayant pour la plupart perdu
leur phénotype contractile et acquis un phénotype sécréteur et aussi des leucocytes
sanguins, majoritairement des monocytes-macrophages mais aussi quelques lymphocytes
T et des polynucléaires, plasmocytes et monocytes. Dans le pourtour du coeur lipidique,
il existe de nombreuses cellules dites spumeuses, d’origine monocytaire, dans lesquelles
il y a accumulation de vacuoles lipidiques. À la différence de la paroi artérielle normale
qui n’est pas vascularisée, la plaque est irriguée par des néovaisseaux [34].
L’athérogénèse ou la maladie vasculaire ou athérosclérose fait partie intégrante du
problème de l’hypertension pouvant être à la fois cause et conséquence d’une pression
artérielle élevée. L’athérosclérose se développe en plusieurs étapes successives: 1)
dépôts de lipides (majoritairement des LDL) sur la paroi des vaisseaux, 2) recrutement
des macrophages et migration vers les couches intimales de cellules de muscles lisses
vasculaires, 3) phagocytose des LDL et formation de cellules spumeuses et 4)
prolifération des cellules de muscles lisses et formation de la plaque athérosclérotique. À
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cette étape, la plaque entrave la circulation sanguine normale. Une diminution de la
lumière du vaisseau accroît les risques de coagulation du sang et d’occlusion totale. Un
bris de la plaque peut aussi déclencher la coagulation du sang par la relâche du contenu
du noyau lipidique de la plaque. Une autre complication possible est un détachement de
la plaque dans la circulation sanguine qui risque d’obstruer en aval un vaisseau plus petit.
1.3.1 La dyslipidémie
Les VLDL, IDL, LDL et HDL (Very Low, Intermediate, Low et High Density
Ltoproteins) sont des lipoprotéines de transport des lipides souvent mises en cause dans
la maladie vasculaire. Lors de leur absorption par l’intestin, les lipides forment des
chylomicrons, particules très riches en triglycérides, qui sont transportés par le réseau
lymphatique vers les récepteurs à LDL des muscles ou du foie. La lipoprotéine lipase
hydrolyse les triglycérides pour leur utilisation par les tissus ou pour leur stockage par le
foie. Quelques heures après un repas, le taux de chylomicrons dans la circulation
diminue et le foie doit acheminer des lipides vers les tissus par la synthèse de VLDL.
$ous l’effet de lipases qui hydrolysent les triglycérides des lipoprotéines, les VLDL sont
convertis en IDL et en LDL riches en cholestérol estérifié. Ces lipoprotéines contiennent
l’apolipoprotéine B-100 qui est reconnue par les récepteurs tissulaires du LDL [35]. Les
LDL ne transportent pas uniquement du cholestérol, mais aussi une riche variété d’acides
gras, dont des acides gras insaturés [36].
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La relation entre un taux plasmatique élevé de LDL et le développement de
l’athérosclérose est particulièrement évidente dans les cas du syndrome
d’hypercholestérolémie familiale. Les patients hétérozygotes ont un gène défectif pour
les récepteurs des LDL. La diminution de récepteurs effectifs à la surface des cellules
n’affecte pas vraiment la quantité de cholestérol livré aux cellules, mais va favoriser
l’augmentation du taux de LDL dans le plasma [37]. L’accumulation de LDL dans la
circulation favorise le dépôt sur les parois vasculaires [38]. Le modèle Watanabe dans le
lapin a été utilisé pour l’étude de cette dysfonction [39, 40]. La démonstration la plus
convaincante de la relation entre cholestérolémie et mortalité coronarienne a été révélée
par l’étude prospective américaine MRFIT [41]. Celle-ci a démontré que pour les
patients ayant une cholestérolémie initiale de 1 $0 à 250 mg/dl, chaque élévation de 1 mg
augmente le risque de mortalité de 1,4 %. De plus, si la cholestérolémie initiale se situe à
un niveau plus élevé entre 250 et 300 mg/dl, chaque élévation de 1 mg se traduit par une
augmentation du risque de 2,25%.
Les récepteurs à LDL subissent l’influence de mécanismes hormonaux et
environnementaux régulateurs. Les hormones de la glande tyroïdes augmentent la
densité des récepteurs ce qui explique le taux peu élevé de LDL plasmatique dans les cas
d’hyperthyroïdisme [42]. Le nombre de récepteurs à LDL hépatiques, un élément clé du
catabolisme des LDL, diminue en réponse à une diète riche en cholestérol, bien que la
majeure partie du cholestérol en circulation soit synthétisée par le foie. La compactine
(mevastatine) un inhibiteur de la 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A réductase
(HMG-C0A réductase) est un inhibiteur compétitif de la synthèse de novo du cholestérol
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[43]. Cet inhibiteur est le précurseur des statines, une classe de médicaments utilisés
couramment dans le traitement de la dyslipidémie. Cependant, des résultats récents, en
particulier dans l’étude clinique REVERSAL, montrent que l’effet bénéfique des statines
sur la réduction de la plaque athérosclérotique est davantage associé à un effet anti-
inflammatoire [44].
À l’opposé des LDL, les HDL ont un effet anti-athérogénique. Indépendamment du taux
de LDL, une faible quantité de HDL plasmatique est associée à un risque
cardiovasculaire accru. Les mécanismes exacts de l’effet protecteur des HDL ne sont pas
connus bien qu’un effet antioxydant des HDL ait été suggéré [45]. Une étude comparant
des habitant ruraux aux habitants urbains en Jamaïque a montré cette association entre un
taux faible de HDL et un risque cardiovasculaire [46]. Le cholestérol estérifié est
transporté par les HDL vers le foie pour son élimination par un processus appelé transport
inverse du cholestérol (RTC). Le HDL stimule l’efflux de cholestérol des macrophages
et des fibroblastes. Le cholestérol est estérifié par la lécithine et les HDL retournent vers
le foie où le cholestérol est transféré par des récepteurs à LDL et éliminé dans la bile [47].
Contrairement aux LDL, les HDL ne sont pas internalisés par les hépatocytes et
retournent à la circulation après s’être déchargés de leur cholestérol.
Cependant, au-delà de la simple accumulation de LDL dans la circulation, d’autres
événements sont impliqués dans le dépôt de cholestérol sur les parois vasculaires. La
‘perméabilisation’ de l’endothélium aux lipoprotéines est influencée par l’état des
cellules endothéliales. Des dommages ou une lyse des cellules endothéliales par un stress
oxydant [48, 49] ou une pression artérielle et des forces de cisaillements élevées [50]
entraînent un changement ou une perte de la fonction des cellules endothéliales
(dysfonction endothéliale) et serait donc un événement déclencheur majeur de
l’athérosclérose. Autre événement aussi important impliquant le stress oxydant est
l’oxydation des lipoprotéines et de leurs lipides associés dans la formation de dépôts ou
stries lipidiques (fatty streaks) [51, 52]. Une étude dans laquelle des macrophages en
culture ont été exposés à des LDL normaux ou oxydés a montré que seuls les LDL
oxydés menaient à la transformation des macrophages en cellules spumeuses à pigments
céroïdes typique des lésions athérosclérotiques humaines [53]. Les lipides oxydés sont
d’ailleurs présumés comme étant largement responsable du recrutement initial des
macrophages puisqu’une étude sur des foetus de mères hypocholestérolémiques a montré
que la formation de dépôts de cholestérol oxydé était possible avant l’intervention des
macrophages [54]. L’oxydation des LDL est donc une des premières étapes du processus
athérosclérotique. Une étude a cependant montré que l’augmentation de l’épaisseur
intima-media de la carotide sur 3 ans chez des patients a risque cardiovasculaire faible
n’a pas été ralentie par un traitement antioxydant avec la vitamine E bien que le taux de
LDL électronégatifs ait diminué chez le groupe traité. Cette étude propose donc que
l’oxydation des LDL ne soit pas nécessairement indispensable au développement de
l’athérosclérose [55].
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1.3.2 Le recrutement des cellules immunitaires
Dépôt du cholestérol
sur la paroi vasculaire
La maladie vasculaire est essentiellement une maladie inflammatoire impliquant un
recrutement immunitaire. L’hypothèse générale de l’inflammation vasculaire a été
originalement proposée il y a plus d’un siècle par le pathologiste Rudolph Virchow dans
son célèbre ouvrage Die Cellulaipathologie en 1858 (Cellular pathology, 1860). Le
pathologiste a aussi décrit la formation d’embolies suite à un affaiblissement et un
détachement du caillot de la paroi vasculaire. L’hypothèse inflammatoire a été reprise
dans les années 1970 [56]. L’implication d’agents viraux externes, tels que le







Figure 2 : Le transport du cholestérol de l’intestin aux tissus.
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comme étant des causes possibles d’inflammation [57]. L’inflammation aurait un impact
direct sur la prolifération des cellules de muscles lisses [58]. Selon ce concept,
l’athérosclérose serait un processus de guérison devenu pathologique.
L’adhérence des macrophages à l’endothélium vasculaire est un processus finement
contrôlé et essentiel pour la fonction immunitaire. Une incapacité des cellules à lier
l’endothélium vasculaire mène à une inflammation récurrente. Le mécanisme de liaison
se sépare en deux phases impliquant d’abord des sélectines et des intégrines.
L’adhérence des macrophages sur les cellules endothéliales est un processus dynamique
appelé rolflng puisqu’en effet, les macrophages, poussé par le flux sanguin, roulent sur
les cellules endothéliales. Ce roulement permet au macrophage d’interagir avec les
cellules endothéliales par le biais des L-sélectines (LECAM-1, leucocyte endothelial cell
adhesion molecule) constitutivement exprimées à la surface du macrophage. La L
sélectine se lie sur des hydrates de carbone glycosylés à la surface des cellules
endothéliales (gIyCAM et ICAM-1) [59]. Le roulement des macrophages est amplifié
par plusieurs facteurs locaux sécrétés suite à une insulte locale (interleukines, TNfŒ, C5a)
ce qui entraîne l’expression de la E et la P-sélectine [60]. Ces nouvelles sélectines se
lient aux glycoprotéines gp 150 (CD 15) des macrophages. Une déficience de CD 15
causée par une maladie, la déficience adhésive leucocytaire de type 2, prévient le
roulement des macrophages en présence d’inflammation. Une déficience en 1-CAM 1, p
selectine et CD 18 chez des souris transgéniques a réduit la susceptibilité des animaux à
développer de l’athérosclérose [61]. Aussi, un stress oxydant comme le peroxyde
d’hydrogène augmente la relâche du facteur d’adhésion plaquettaire (PAF), un facteur
vasoactif et inflammatoire qui stimule la liaison des neutrophiles sur une monocouche de
cellules endothéliales humaines [62]. La migration transendothéliale est assez rapide. Le
macrophage projette un pseudopode entre deux cellules endothéliales en maintenant un
contact étroit avec les cellules endothéliales pour prévenir l’extravasation du sang à
l’extérieur du vaisseau. Le macrophage se transfère ensuite entre la membrane basale et
les cellules endothéliales. Les glycoprotéines CD 31 (PECAM-l) semblent être
impliquées dans cette migration. Le passage des macrophages au travers de la membrane
basale est moins bien connu, bien que l’influence de certaines protéases ait été suggérée.
L’athérosclérose et l’obstruction vasculaire sont donc le résultat d’un dérèglement du
transport du cholestérol et des processus inflammatoires. Bien que ces dérèglements
soient favorisés par l’hypertension artérielle et le cholestérol alimentaire, la présence de
radicaux est de plus en plus proposée comme étant le facteur déclencheur majeur de la
maladie athérosclérotique.
Li
2. Physiologie et fonction du système cardio-vasculaire
Le système cardiovasculaire est un système de transport permettant les échanges
nutritionnels et l’évacuation des déchets en reliant les cellules de l’organisme et les
systèmes de collecte et d’excrétion. Ce système est aussi un médium d’échange
hormonal et cellulaire entre différentes composantes de l’organisme et assume un rôle de
transport et de régulation thermique. Le sang irrigue l’ensemble de l’organisme grâce à
un réseau de tubulure, les artères, dont la taille diminue jusqu’à une épaisseur de une ou
deux cellules dans les capillaires, sites des échanges entre le milieu sanguin et le milieu
cellulaire. Les artères ont des structures et souvent des fonctions différentes relativement
à leur taille et leur position dans l’arbre vasculaire. Le sang circule dans ces conduits par
un différentiel de pression. Ce différentiel est produit par le coeur qui propulse le sang
dans les artères. La pression artérielle reste relativement stable dans les gros vaisseaux
de conductance, chargés de transporter le sang vers les différentes régions de l’organisme,
mais la pression diminue considérablement lors de son passage dans les vaisseaux de
résistance, chargés d’amortir la pression à des niveaux tolérables pour le passage dans les
capillaires fragiles et ainsi permettre les échanges métaboliques. Le sang revient au coeur
en passant dans un arbre vasculaire inversé de basse pression, le système veineux.
Les vaisseaux sont formés d’une couche externe (adventia) de tissu conjonctif, de
collagène et de fibres élastiques. Cette couche recouvre la média composée de fibres
élastiques et de cellules vasculaires de muscles lisses et la couche interne, l’intima est
composée de cellules de muscles lisses et d’une couche de cellules endothéliales dans la
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lumière du vaisseau. Cette composition est variable dépendamment des différents types
dc vaisseaux, par exemple, les artères de résistance ont une couche musculaire plus
importante que les veines.
2.1 Physiologie de l’hypertension artérielle
La résistance périphérique à la circulation sanguine se situe principalement dans l’arbre
vasculaire artériel. La vasoconstriction dans la microcirculation artérielle est considérée
comme le facteur déterminant pour le développement de l’hypertension comparativement
à la vasoconstriction dans les gros vaisseaux [63]. Cette interprétation du rôle des gros et
petits vaisseaux dans la détermination de la pression systolique, diastolique ou moyeirne
n’est cependant pas toujours exacte puisque chez des patients souffrant d’hypertension
essentielle, aucune corrélation n’a été trouvée entre l’état structurel des vaisseaux de
résistance et la pression artérielle [64]. La fonction pulsatile du coeur est aussi
déterminante pour l’augmentation de la pression artérielle. Le débit cardiaque, qui varie
en fonction du rythme et du volume d’éjection systolique du coeur, va influer sur la
pression artérielle. Par exemple, un rythme cardiaque élevé au repos est souvent associé
à l’hypertension ou à un risque de mortalité plus important à cause d’une suractivation du
système sympathique [65].
Une grande partie du réseau vasculaire forme les vaisseaux de capacitance qui incluent le
réseau veineux et aussi le coeur lui-même. La majorité du volume sanguin (65 à 75%)
circule dans ces conduits. De légers ajustements du volume de ce bassin affectent le
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retour du sang vers le coeur et le travail fourni par ce dernier (précharge). Le réseau
veineux a aussi été proposé comme un contributeur possible d’hypertension [66] car bien
qu’ayant une activité myogénique faible, la contraction de ses vaisseaux devient plus
efficace à mesure qu’ils se remplissent [67]. Dans ses travaux, Mellander a comparé les
valeurs de flux sanguin pour différentes régions au repos et à dilatation maximale des
vaisseaux. Pour maintenir une pression de 100 mmHg dans le réseau vasculaire au repos,
le coeur doit fournir 5 litres de sang à la minute. Cependant, pour maintenir la même
pression dans un réseau dilaté à sa capacité maximale, le coeur devrait théoriquement
fournir 40 litres de sang à la minute, quantité qui montre à quel point la capacité du
réseau vasculaire à modifier son volume est importante [6$].
Le contrôle de la pression est un phénomène essentiel à la protection et à l’alimentation
des organes. Ce contrôle s’ajuste en fonction de différentes situations besoins
métaboliques locaux variables, hémorragies etc. Ce contrôle implique l’intervention de
systèmes locaux ou distants, hormonaux ou nerveux et s’exerce par l’action des vaisseaux
sanguins, des reins, des glandes surrénales, le cortex, le système nerveux ou l’activité
métabolique.
2.1.1 Contrôle local vasculaire
L’activité métabolique est une source de produits locaux ayant des effets sur le tonus
vasculaire, processus souvent désigné sous le terme ‘autorégulation’ [69].
L’autorégulation est un effet neuro-indépendant observé dans des organes qui ont une
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augmentation de leur activité métabolique. Par exemple, la consommation d’énergie sous
forme d’adénosine triphosphate libère de l’adénosine laquelle, par son action sur les
récepteurs à adénosine, a un effet global vasodilatateur dans les muscles squelettiques [70,
71] et surtout dans le coeur [72]. La première série de travaux sur l’autorégulation a été
effectuée sur le rein où une anoxie ou un blocage nerveux n’ont pas produit de dépression
du système [73]. Plus tard, un groupe a proposé que ces effets étaient causés par un autre
système impliquant 1’ appareil juxtaglomérulaire [74].
Un autre contrôle local du tonus vasculaire réside dans la réaction des vaisseaux eux-
mêmes aux variations de pression. Bayliss a proposé ‘l’hypothèse myogénique’ après
avoir observé que la distension des vaisseaux sanguins stimule la contraction des cellules
de muscles lisses vasculaires, et ce, même après dénervation [75]. Cet effet, causé par la
dépolarisation spontanée des cellules vasculaires de muscle lisses, semble cependant
davantage localisé dans les précapillaires et les très petits vaisseaux. Par contraste, les
vaisseaux de résistance et, à un niveau moindre, les vaisseaux de conductance semblent
être davantage soumis aux influences du système sympathique [76].
L’endothélium des vaisseaux sanguins est une source de plusieurs agents vasoactifs, bien
que leur synthèse soit souvent influencée par des hormones qui ne sont pas produites
localement. Par exemple, parmi les facteurs vasodilatateur produits par l’endothélium, on
retrouve 1’EDRF (endothelium-derived relaxingfactor) identifié au début des années 80
[77]. Moncada et ses associés [7$] ont ouvert la voie au concept de gazéotransmission en
montrant que cet élément était en fait un gaz, l’oxyde nitrique (NO). Comme autres
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facteurs vasodilatateurs, on retrouve les prostacyclines qui sont produites par les
cyclooxygénases, des acides époxyeicosatriénoïques produits par les cytochromes p450 et
les facteurs hyperpolarisants dérivés de l’endothélium (EDHf) dont la nature exacte est
peu connue et souvent confondue avec les autres facteurs hyperpolarisants produits par
l’endothélium [79, 80].
L’endothélium peut aussi produire des facteurs locaux vasoconstricteurs tels que les
EDCF (endothelium-derived contractingfactors). Bien que les prostanoïdes produits par
les cyclooxygénases aient été proposés comme candidats probables [$1, 82], les EDCF
restent indéfinis. Un autre puissant facteur vasoconstricteur, l’endothéline, est produite
par l’endothélium [$3] et aussi par les muscles lisses vasculaires [$4]. Cette hormone
augmente la relâche du calcium intracellulaire par son action sur les récepteurs de
l’endothéline, en particulier le type A (voir section 2.3).
Le contrôle hormonal du flux sanguin ne suit cependant pas les mêmes règles d’une
région vasculaire à l’autre. La complexité du système régulateur vient non seulement de
la multiplicité des facteurs hormonaux, mais aussi du fait que les agents vasoactifs
dominant varient d’un organe à un autre [$5].
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2.1.2 Contrôle endocrinien extrinsèque
Plusieurs systèmes hormonaux impliquent des organes qui relâchent dans la circulation
des hormones capable d’affecter le système cardiovasculaire. L’un des plus importants
est le système rénineangiotensine qui produit l’angiotensine II, un vasoconstricteur et un
facteur inotrope pour le coeur, à partir de composantes produites par les reins, le foie et le
tissu pulmonaire (voir section 2.2). L’angiotensine II potentialise aussi l’activité d’autres
systèmes hormonaux, par exemple, la vasopressine qui est produite par l’hypothalamus et
qui a principalement un rôle antidiurétique. On lui attribue des propriétés
vasoconstrictrices, mais comparativement à l’angiotensine II, ces propriétés sont faibles
[86]. Le système rénine-angiotensine stimule la sécrétion de l’aldostérone, hormone
minéralocorticoïde sécrétée par le cortex surrénalien, qui augmente la réabsorption du
sodium dans les tubes contournés distaux des reins et aussi accélère le développement de
la fibrose et de la rigidité vasculaire. Comme autre système hormonal on retrouve la
bradykinine produite par l’activation du système kinine-kallikréine dans les vénules du
système circulatoire et qui a un effet hypotenseur chez les animaux [$7]. Enfin, le facteur
natriurétique auriculaire (ANP), produit par les myocytes des oreillettes du coeur en
réponse à une haute pression sanguine et des facteurs natriurétiques associés du cerveau
(BNP) et de type C (CNP) qui augmentent la filtration glomérulaire et l’excrétion de
sodium et diminuent la pression artérielle.
Les glandes surrénales sont un autre exemple de contrôle endocrinien de la pression
artérielle en réponse au stress bien que ces glandes soient contrôlées par le système
nerveux en grande partie. Des nerfs cholinergiques du système sympathique provoquent
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la relâche d’adrénaline et de noradrénaline. Les catécholamines ont un effet ionotrope
positif sur le coeur par l’activation des récepteurs adrénergiques et un effet vasodilatateur
dans les muscles par l’activation des récepteurs f3-adrénergiques alors qu’elles produisent
une intense vasoconstriction par l’activation des récepteurs Œ-adrénergiques.
2.1.3 Le système nerveux autonome
Le système nerveux autonome est la portion du système nerveux qui n’est pas
directement sous contrôle volontaire et qui est responsable des fonctions physiologiques
de bases comme la digestion, la respiration et le contrôle de la pression artérielle. La
pression artérielle est soumise à un contrôle du système nerveux central par le biais de
réseaux nerveux périphériques et l’activité de ces réseaux, en particulier le système
sympathique, joue un rôle important dans le développement et le maintient de
l’hypertension [8$]. L’hypertension a d’ailleurs déjà été considérée comme un problème
exclusivement neural. Bien que l’activité de ces réseaux soit sous contrôle involontaire,
ils peuvent être influencés par des stimulis émotifs. La médulla oblongata [89] et
l’hypothalamus [90] ont été identifié comme des sites intervenants dans ce contrôle.
On sépare les fonctions du système nerveux autonome entre deux systèmes antagonistes,
le sympathique et le parasympathique. L’activation du système sympathique se traduit
par une augmentation de la contraction vasculaire et une tachycardie alors que
l’activation du système parasympathique provoque une bradycardie. Les sites de
contrôles de la pression artérielle et du rythme cardiaque centraux sont situés
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principalement dans le tronc cérébral et la moelle épinière. Les neurones du système
nerveux autonome sont séparés en neurones pré et post-ganglionnaires.
Les noyaux cellulaires des nerfs pré-ganglionnaires sympathiques partent de la moelle
épinière et forment des synapses cholinergiques dans les ganglions para vertébraux
parallèles à la colonne vertébrale. Les nerfs post-ganglionnaires sont ensuite reliés au
coeur ou aux cellules de muscles lisses par une jonction neuromusculaire dans laquelle les
neurones relâchent de la noradrénaline. Dans cette jonction, des récepteurs adrénergiques
de type 13 sur le coeur ont un effet inotropique positif et les récepteurs a-l sur les cellules
musculaires lisses entraînent une contraction musculaire par la relâche de calcium dans la
cellule. Des récepteurs présynaptiques de type a-2 ont aussi été identifiés et exerceraient
un rôle inhibiteur par feedback sur la relâche de noradrénaline dans l’espace synaptique
[91]. Les terminaisons adrénergiques possèdent aussi des récepteurs 13-adrénergiques qui,
sous l’effet de l’adrénaline, augmentent la relâche de la noradrénaline. Les centres
vason-ioteurs émettent en continu des signaux maintenant le tonus vasculaires par le
système sympathique.
L’influence du système parasympathique dans le contrôle cardiovasculaire est contrôlée
par le noyau du tractus solitaire qui possède un centre de contrôle cardiovasculaire qui
reçoit des signaux afférents de barorécepteurs situés au niveau de l’aorte et de l’artère
carotide. L’acétylcholine est utilisée comme neurotransmetteur dans les nerfs pré et post
ganglionnaires. Le système parasympathique ralenti le rythme cardiaque par des signaux
du nerf vague qui va activer des récepteurs muscariniques sur le coeur. Bien que les
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signaux vasodilatateurs du système nerveux central soient plutôt mineurs
comparativement aux influences vasoconstrictrices, il existe certains nerfs musculaires
cholinergiques, en particulier le nerf vague, qui sont susceptibles de favoriser la
vasodilatation. Cependant on leur attribue un rôle mineur dans le maintient du tonus
vasculaire basal.
Les centres médullaires vasomoteurs envoient des impulsions nerveuses par les nerfs
sympathiques, mais la décharge de ces impulsions peut être modifiée. Une asphyxie
(hypoxie) augmente la décharge de ces neurones et par conséquent, le tonus vasculaire et
la pression artérielle. À l’inverse, une diminution du taux de C02 dans le sang déprime
l’activité des centres médullaires. Un système réflexe impliquant des chémorécepteurs et
des barorécepteurs dans l’artère carotide et la crosse aortique sont aussi impliqués dans
ces ajustements de pression par le C02 [92]. Même des systèmes hormonaux, comme
l’angiotensine II, qui sont connus pour leurs effets directs sur les organes ont aussi une
activité centrale. Il a été estimé que l’effet global presseur de l’angiotensine II pouvait
être attribué à 50% aux effets centraux [93]. Le système rénine-angiotensine module
d’ailleurs de façon importante l’activité des systèmes sympathiques et parasympathiques
centraux et périphériques (figure 3). L’angiotensine II réduit l’influence du réseau
nerveux vagal par un effet désensibilisant sur les barorécepteurs et au niveau du noyau du
tractus solitaire (NTS) ce qui a pour effet d’augmenter la fréquence cardiaque.
L’angiotensine II agit aussi directement sur les ganglions adrénergiques en augmentant la
relâche et en diminuant la recapture d’adrénaline ce qui renforce l’effet du système
sympathique sur le coeur, les vaisseaux et les reins. Le système sympathique peut
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également activer le système rénine-angiotensine en augmentant la relâche de rénine au
niveau des cellules juxtaglomérulaires rénales.
Système parasympatique Système sympathique
Surrénales
adrénaline et noradrénaline
Figure 3 Effets du système rénine-angiotensine sur le système nerveux autonome et
sites potentiels d’intéractions entre les deux systèmes. Inspirée de la figure de Grassi et
al. [94].
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2.2 Le système rénine-angiotensine (RA)
La rénine est une étape limitante dans l’activité du système RA et a été découverte par
Tigerstedt et Bergman en 1898 [95] qui ont donné ce nom à une substance hypertensive
et sensible à la chaleur provenant d’extraits de reins de lapins. Cette observation est
passée plus ou moins inaperçue par la communauté scientifique de l’époque jusqu’à ce
que l’équipe de Goldblatt ait démontré qu’une contraction des artères rénales pouvait
induire une hypertension soutenue [96]. La rénine est alors proposée comme étant la
cause de cette hypertension et des efforts sont ensuite déployés pour purifier cette
substance [97]. L’hypertensine ou l’angiotensine, agent produit par l’action de la rénine,
a été mise en évidence en 1938 par un groupe argentin [98]. Les travaux de $keggs et al.
ont finalement permis de confirmer la nature enzymatique de la rénine et d’identifier la
séquence d’acides aminés du substrat et des produits, dont l’angiotensine II qui est le










Figure 4 : Système rénine-angiotensine et intéractions avec le système kinine-kalikréine.
Le système RA est un système de contrôle global et local ayant des effets aussi bien au
niveau central que périphérique (figure 4). L’angiotensinogène, substrat de la rénine, est
produit par le foie et sécrété dans le plasma [103]. La rénine coupe le lien leucine-valine
de l’angiotensinogène pour former l’angiotensine I. Elle est produite et relâchée dans la
circulation par les cellules juxtaglomérulaires du rein en réponse à une chute de pression
ou une diminution de la concentration de sel [104]. Les nerf sympathiques, reliant les
cellules vasculaires de muscles lisses juxtaglomérulaires, sont aussi importants dans la
modulation de la relâche de la rénine [105]. L’angiotensine I est ensuite clivée par
l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA) en angiotensine II. L’ECA est une























particulièrement concentrée au niveau de la circulation pulmonaire [106]. L’angiotensine
II est rapidement dégradée en angiotensine III par l’aminopeptidase A de la circulation
sanguine. Cette nouvelle molécule est considérablement moins active que l’angiotensine
II, cependant elle possède, comme l’angiotensine II, la capacité d’inhiber la sécrétion de
rénine par les cellules juxtaglomérulaires et la capacité de stimuler la sécrétion
d’aldostérone, un minéralo-corticostéroïde, produit par les glandes surrénales. Une voie
alternative impliquant une autre ECA (ECA2) a récemment été découverte. L’ECA2
mène à la formation de l’angiotensine 1-7 qui a des propriétés vasodilatatrices. La
compétition entre les deux ECA a été proposé comme un mécanisme régulateur important
de la fonction cardiaque [107].
Le système rénine-angiotensine est aussi étroitement associé à la bradykinine, puissant
vasodilatateur dépendant de l’endothélium produit par le système kinine-kallikréine. Le
système kinine-kallikréine est composé de kininogènes (haut et bas poids moléculaires) et
de la kallikréine, une enzyme libérant les kinines des kininogènes. Ces composantes sont
synthétisées par le foie, mais aussi localement par les tissus. La bradykinine est dégradée
par l’ECA, par la carboxypeptidaseN et par l’aminopeptidase C [10$]. Selon une étude,
les deux tiers de la dégradation de la bradykinine dans le sérum ou le plasma humain est
causée par l’activité de l’ECA [109]. Cet effet de l’ECA a donc un impact physiologique
significatif puisque la potentialisation des effets des kinines contribue aux actions
cardioprotectrices des inhibiteurs de l’ECA [110].
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Des systèmes RA extra-rénaux capables de produire la rénine et l’angiotensinogène en
quantités locales égales ou supérieures au système rénal et hépatique ont aussi été
identifiés dans le cerveau, la paroi artérielle et les glandes adrénergiques [111, 112]
confirmant l’existence de plusieurs systèmes locaux indépendants.
Il a été montré que l’angiotensine II pouvait produire une hypertension soutenue [113].
Cependant, même des doses d’angiotensine II originalement trop faibles pour produire un
effet presseur aigu, vont induire une augmentation progressive lente de la pression
lorsqu’administrées chroniquement [114]. Ces observations permettent de supposer que
l’angiotensine II possède des mécanismes d’actions variés au-delà d’un simple effet
vasoconstricteur.
2.2.1 Signalisation de l’angiotensine II
La signalisation de l’angiotensine est contrôlée par deux récepteurs principaux, le
récepteur AT1 et AT2 et trois autres dont les fonctions sont mal connues (AT3, AT4 et
AT5). Le récepteur AT1 est un récepteur couplé aux protéines G possédant sept
domaines transmembranaires [115]. Sa voie de signalisation principale est couplée à la
liaison et phosphorylation de la protéine Gq/1 1 qui active la phospholipase C-13. La
phospholipase produit deux seconds messagers à partir du phosphatidyl-inositol
diphosphate (PIP2), l’inositol triphosphate (1P3) et le diacylglycérol (DAG). L’1P3
active la relâche de calcium à partir des stocks intracellulaires et le DAG active la
protéine kinase C (PKC). D’autres intéractions avec des protéines Gil, Gi2 et Go ont
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aussi été rapportées, mais leur rôle n’a pas été identifié [116]. L’effet aigu
vasoconstricteur de l’angiotensine II est expliqué par cette relâche de calcium
intracellulaire qui amorce la dépolarisation et la contraction des cellules vasculaires de
muscles lisses. L’effet d’une augmentation de l’activité PKC est cependant plus
complexe et est associé aux effets à long terme de l’angiotensine II, particulièrement à
ses effets dépendants des voies tyrosines kinases. Les récepteurs Ail activent des voies
tyrosines kinases telles que Src, Fyn, Pyk2, jak2/STAT [117] soit par des intéractions
directes [11$] ou par des effets de la protéine Gq ou PKC [119]. Les récepteurs AT1
peuvent aussi activer directement par transactivation la phosphoiylation des récepteurs de
facteurs de croissances endothéliaux [120]. La signalisation du récepteur AT1 converge
donc avec celles des récepteurs des facteurs de croissance ce qui explique ses effets
prolifératifs observés dans plusieurs types cellulaires du système cardiovasculaire (figure
5).
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Figure 5 Signalisation du récepteur AT1 de l’angiotensine II dans les cellules de
muscles lisses vasculaires. L’angiotensine II active des voies de signalisation
importantes pour la contraction musculaire des cellules, mais aussi pour la survie, la
prolifération et l’hypertrophie cellulaire. Légende: PC, phosphatidylcholine;
PLD, phospholipase D; PA, acide phosphatidique; PIP2, phosphatidylinositol
bisphosphate; PLC, phospholipase C; PKC, protéine kinase C; DAG, diacylglycérol;
1P3, inositol trisphosphate; MLCK, kinase de la chaîne légère de myosine; PLA2,
phospholipase A2; PG, prostaglandines;EET, acide epoxyeicosatriénoique; HETE, acide
hydroxyeicosatétraénoique; COX, cyclooxygenase; LT, leukotriènes; LO, lipoxygénases;
TxA2, tbromboxane A2; NO, oxyde nitrique; ADAM, activation des disintégrines et des
metalloprotéinases; JAK, Janus kinase; EGFR, récepteur du facteur de croissance
épidermal; HB-EGF, facteur de croissance epidermal liant l’héparine; ASK, kinase
régulant le signal apoptotique (apoptosis signal-regutating kinase); Trx, thiorédoxine;
ROS, espèces réactives dérivant de l’oxygène; HSP, protéines de choc thermique; JNK,
kinase NH2-terminale de c-Jun; Cav- 1, cavéoline- 1; PKC, protéine kinase C; MKP- 1,
MAP kinase phosphatase-1; P13 K, phosphatidylinositol 3-kinase; PDK-1,3, kinase
dépendante des phosphoinositides- 1.
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Le récepteur AT2 est également un récepteur couplé aux protéines G possédant sept
domaines transmembranaires [115]. Il est couplé principalement et presque
exclusivement aux protéines Gi [122]. L’activité du récepteur AT2 est généralement
opposée à celle de l’Ail et entraîne une ouverture des canaux potassiques [122] des
cellules de muscles lisses ce qui induit une vasodilatation et favorise aussi l’apoptose
[123]. Généralement, l’expression et l’activité du récepteur A12 sont masquées par
celles du récepteur Ail de sorte que l’un des effets positifs des antagonistes de 1’ATl
utilisés pour le traitement des maladies cardiovasculaires serait la mise en valeur des
effets des récepteurs AT2 [124].
2.4 L’endothéline
L’endothéline est un peptide de 21 acides aminés principalement produit par les cellules
endothéliales qui a été isolé et purifié en 198$ [$3] bien que des études aient montré
l’existence d’une substance vasoconstrictrice produite par les cellules endothéliales
quelques années auparavant [125]. L’infusion d’endothéline dans la circulation provoque
une vasoconstriction et une augmentation soutenue de la pression artérielle [$3].
L’analyse génétique de l’endothéline a permis d’identifier trois types (1, 2 et 3) ayant la
même taille et provenant de différents gènes. L’expression des endothélines varie d’un
tissu à l’autre bien que l’endothéline-l soit prédominante au niveau des vaisseaux [126].
Les trois endothélines ont toutes des effets vasoconstricteurs et proviennent de trois
précurseurs différents (pré-pro-endothélines 1, 2 et 3 et pro-endothélines 1, 2 et 3).
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La synthèse de l’endothéline est divisée en plusieurs étapes. D’abord la synthèse de pré
pro-endothéline est reliée à l’activation du complexe de transcription AP-1, assemblé en
réponse à des stimuli tels que les voies MAPK. La pré-pro-endothéline est ensuite
convertie en pro-endothéline et en ‘big-endothéline’ par l’effet une protéase et d’une
convertase et ensuite, par l’action de l’enzyme de conversion de l’endothéline (ECE), la
‘big-endothéline’ est convertie en endothéline [127]. Il existe 3 familles d’isoformes
des ECE, mais les ECE1 sont les plus répandues et les mieux connues. Deux voies
intermédiaires impliquant une enzyme chymase et métalloprotéinase peuvent convertir la
‘big’-endothéline en endothélinel-3l et 1-32 respectivement (figure 6). Ces deux formes
possèdent, comme l’endothéline-l, des propriétés vasoconstrictrices et seraient surtout
impliquées dans des situations pathologiques [128]. L’angiotensine II, les radicaux libres,
les forces de cisaillement et la thrombine stimulent la relâche d’endothéline au niveau des
vaisseaux alors que l’oxyde nitrique, les facteurs natriurétiques de l’oreillette et du
cerveau et les prostacyclines ont plutôt une influence inhibitrice sur la relâche des
précurseurs de l’endothéline [129].
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Figure 6 : Synthèse de l’endothéline chez l’humain. figure tirée de l’article de Orlean
Juste et al. [128] avec modifications.
Deux récepteurs de l’endothéline ont été clonés (ETA et ETB) [130, 131]. Ces récepteurs
ETA et ETB font partie de la grande famille des récepteurs à sept domaines
transmembranaires couplés à des protéines G. Les effets vasoconstricteurs de
l’endothéline sur les tissus vasculaires sont cependant principalement contrôlés par
l’activation des récepteurs ETA qui augmentent la concentration du calcium
intracellulaire par l’activation de la phospholipase C par une activation des protéines Gq
[132]. Les récepteurs ETA sont présents en plus forte concentration dans la plupart des
tissus cardiovasculaires, surtout dans les artères, bien que les récepteurs ETB soient
présents en quantité appréciable dans les veines et le réseau artériel pulmonaire à la
53 74 84 91
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surface des cellules endothéliales et musculaires lisses [133, 134]. À l’opposé des
récepteurs ETA, les récepteurs ETB ont une influence vasodilatatrice en augmentant la
synthèse du NO et des prostacyclines [135]. L’administration d’un antagoniste des
récepteurs ETA, le BQ-123, a amélioré les réponses vasodilatatrices chez des patients
alors que l’administration d’un antagoniste ETB, le BQ-788, a induit une
vasoconstriction dans les artères de résistance des avant-bras chez l’homme [136].
En plus de ses effets vasoconstricteurs, l’endothéline a été associée a des effets
vasodilatateurs régionaux [137], à la prolifération des cellules de muscles lisses
vasculaires [13$], à des effets ionotropes positifs sur le myocarde [139], à l’augmentation
de la relâche du facteur auriculaire natriurétique (ANP) et à la modulation de la relâche
de noradrénaline des terminaisons sympathiques [140]. Bien que les effets et la
signalisation de l’endothéline-l partage des analogies avec l’angiotensine II,
l’endothéline est davantage un facteur local en opposition au rôle plus global de
l’angiotensine. Les étapes de la synthèse sont localisées aux sites d’action et la stabilité
et la concentration dans la circulation sont plus faibles comparativement à l’angiotensine
II [141]. Il est à noter que d’autre types cellulaires, incluant les cellules vasculaires de
muscles lisses (CVML) et les cardiomyocytes peuvent produire ce peptide [$4] ce qui
implique l’existence de systèmes locaux de synthèse dans les tissus.
La stimulation de cellules endothéliales par l’angiotensine II augmente la synthèse de
l’ARN de la pré-pro-endothéline [142]. Dans les artères de résistance mésentériques, une
stimulation prolongée par l’angiotensine de 5 heures potentialise la contraction induite
par la noradrénaline alors qu’un traitement de 1 heure à l’angiotensine n’a pas d’effet.
Cette potentialisation a été prévenue par un anticorps contre l’endothéline et les cellules
endothéliales prélevées sur le système ont une expression de l’ARN de la pré-pro
endothéline augmentée [143J. De plus, il a été observé que le traitement avec un
antagonisme des récepteurs AT1 a diminué la production d’endothéline dans les
glomérules rénaux [1441. Il semble donc exister une relation étroite entre les deux
systèmes, particulièrement en ce qui a trait aux effets chroniques du système rénine
angiotensine.
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3. La voie ERK-MAPK
Les protéines ERK1 et 2 ont été identifiées par Boulton et al. en 1991 [145]. Ces deux
protéines sont ubiquitairement exprimées dans les tissus et sont phosphoiylées sur des
tyrosines lorsque activées. ERK2 est légèrement plus petite et 85% homologue à ERK1
[145]. La participation de l’entité de la ERK-MAPK (extracetiular regulated kinase
mitogen activatedprotein kinase) dans diverses voies de signalisation a par contre été
détaillée graduellement. En 1980, des travaux ont montré que le récepteur du facteur de
croissance endothélial possédait une activité tyrosine kinase [146]. D’autres récepteurs à
activité tyrosine ont été ensuite décrits par exemple : les récepteurs à insuline [147], le
récepteur du facteur de croissance plaquettaire [148], le récepteur du facteur de
croissance des nerfs [149] et les antigènes CD4 CDX [150].
Le schéma classique de la voie ERK-MAPK implique une activation d’un récepteur à
activité tyrosine kinase. Celle vision linéaire de la voie ERK-MAPK a du être nuancée
par la suite, puisqu’un nombre important de voies parallèles et alternatives reliées à la
voie ERK-MAPK a pu être démontré. ERK est donc devenu au cours des découvertes,
un véritable carrefour de signalisation.
Les tyrosines phosphorylées sur le récepteur offrent un site d’ancrage pour la protéine
adaptatrice Grb2/Sem-5 [151] qui par la suite forme un complexe avec la protéine Sos
[152]. $os active une protéine G ras en échangeant le GDP pour du GTP sur ras et ras lie
raf, une sérine thréonine kinase. Le complexe de signalisation est temporaire, mais
permet à raf de phosphoryler sur deux sérines (la 218 et 222) sur une protéine
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cytoplasmique appelée MEK. MEK est présente sous deux isoformes et phosphoryle les
protéines ERK1 et 2 sur la tbréonine 183 et latyrosine 185 [153]. La fonction kinase de
la protéine ERK est alors amplifiée de plus de mille fois. Les cibles principales de ERK
peuvent être cytoplasmiques comme la p90 ribosomale $6 kinase (Rsk) et la
phospholipase A2 ou peuvent être nucléaires comme elk-1 et c-jun [154] (figure 7).
Tr nslocation
Cibles nucléaires
c-fos, c-jun, elk-1, c-myc
Figure 7: Stimulation de la voie ERK-MAPK par des facteurs de croissance ou par
l’angiotensine II
Récemment, une autre forme de ERK a été clonée et présente une certaine homologie
(‘50%) avec les ERK 1 et 2. Cette ERK3 ne phosphoryle cependant pas les substrats
classiques de ERK1/2 [155]. La fonction est relativement peu connue. Il a été proposé






récemment découvert de cette famille est la ERK5 qui possède une activité kinase basale
très élevée et est exprimée dans les tissus cardiovasculaires [157]. ERK5 a été proposée
comme une protéine réagissant fortement au stress oxydant et phosphorylant le facteur de
transcription SAP1a et les facteurs de transcription des myocytes 2A et C [15$].
Deux autres voies de la famille des MAPK ont aussi été bien décrites, la voie p32 et la
voie c-jun n-terminal kinase (JNK). Ces voies sont activées en réponse à des stress tels
que des stimuli inflammatoires (cytokines), un choc osmotique ou un choc thermique.
Ces voies ont souvent été associées à l’apoptose des cardiomyocytes, la production de
radicaux et au développement de l’insuffisance cardiaque [159, 159, 159-161].
3.1 Une alternative aux récepteurs à activité tyrosine kinase: les $rc
Les Src sont des protéines cytoplasmiques qui ont des caractéristiques communes avec
les récepteurs à activité tyrosine kinase. Les Src (pour sarcoma) ont d’abord été
identifiées comme des produits de cellules transformées par le virus du sarcome aviaire
[162]. Les Src possèdent des domaines SH2 et SH3 qui sont phosphorylables et forment
les sites d’ancrage pour la Grb2 et possède aussi une activité tyrosine kinase. L’activation
des protéines Src a été reliée à plusieurs processus cellulaires tels que la réorganisation du
cytosquelette, la différenciation cellulaire, la sécrétion hormonale, la régulation des
canaux ioniques et la prolifération cellulaire [163]. Les Src remplacent les récepteurs à
tyrosine kinases pour former le complexe Grb2/Sem-5/Sos et permettent d’activer la voie
ERK-MAPK par le biais de récepteurs à 7 domaines transmembranaires couplés aux
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protéines G [164] comme les récepteurs aux opioïdes [165] ou les récepteurs à
1’ angiotensine [166].
3.2 Les rôles de la voie ERK-MAPK
La protéine ERK phosphorylée a une activité kinase qui cible plusieurs protéines du
cytoplasme et du noyau cellulaire. Bien que beaucoup de ces réactions de
phosphorylation soient décrites dans la littérature, la complexité de la biologie
moléculaire associée à ERX rend difficile l’identification des fonctions de la voie sur les
seules données moléculaires. Une approche générale consiste à affirmer que la voie
ERK-MAPK contrôle la prolifération cellulaire à cause de l’activation de facteurs de
transcription reliés au cycle cellulaire et aux effets anti-apoptotiques de la voie qui sont
opposés aux effets des voies p38 et JNK [167]. Au-delà d’un simple maintien de la
survie des cellules, une suractivation de la voie ERK-MAPK a été associée à différentes
pathologies du système cardiovasculaire.
3.3 La voie ERK-MAPK et la maladie cardiovasculaire
La suractivation et l’implication de la voie ERK-MAPK dans le développement des
maladies cardiovasculaires ont été rapportées dans différents organes. L’activité de cette
voie a été associée avec des hormones telles que l’angiotensine II [16$] et est en majeure
partie responsable des effets physiologiques de l’hormone, en particulier les effets
trophiques, mais aussi les effets contractiles sur le système vasculaire [169].
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Des hypothèses sur le rôle de la voie ERK-MAPK dans le contrôle du tonus vasculaire
ont été proposées en particulier sur son rôle dans la relâche de molécules vasoactives par
les cellules endothéliales artérielles exposées à des forces de cisaillement [164].
Cependant, une majorité d’études sur le sujet proposent une influence plutôt
vasoconstrictrice de la voie. L’inhibition des voies tyrosine kinase a eu un effet
vasodilatateur sur des vaisseaux traités à la phényléphrine et la nitroglycérine [170]. Des
conclusions similaires ont été proposées dans des artères de résistances où une inhibition
des ERK-MAPK prévient la contraction des vaisseaux isolés [171]. Dans la zone
médullaire rostrale ventrolatérale, un site d’action de l’angiotensine II sur les neurones du
système sympathique, l’effet presseur de l’angiotensine II est relié à la production de
l’anion superoxyde par la NAD(P)H oxydase et à l’activation des voies ERK-MAPK et
p38 [172].
Certaines études ont évalué l’effet global d’inhibiteurs de la voie ERK-MAPK sur la
pression artérielle dans différents modèles expérimentaux d’hypertension. En effet, il a
été démontré que la voie ERK-MAPK contribue à une pression artérielle élevée chez des
rats hypertendus DOCA-sel [173] puisqu’un traitement aigu avec un inhibiteur des ERK
MAPK injecté directement dans la circulation a diminué la pression artérielle in vivo chez
ces animaux [174]. Cet effet n’est cependant pas nécessairement d’origine vasculaire,
mais pourrait aussi dépendre d’une action sur le système nerveux central.
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En plus de l’effet presseur, l’activité ERK-MAPK est aussi associée au remodelage, à
l’hypertrophie ou aux dommages subis par les organes du système circulatoire. En
particulier, l’association de la voie ERK-MAPK avec des processus de croissance
cellulaire fait en sorte que la voie est souvent associée aux processus hypertrophiques
cardiaques en particulier suite à la stimulation des cardiomyocytes par l’angiotensine II
[175]. Dans tes fibroblastes cardiaques, les voie ERK et p38 MAPK sont responsables de
l’induction de la production de l’interleukine-6 par la production de radicaux stimulés par
Ï’angiotensine II [159, 176]. Dans un modèle de rat partiellement nephrectomisé,
l’activité ERK-MAPK est augmentée et associée au développement de l’hypertrophie
cardiaque par l’angiotensine II alors que les autres MAPK ne sont pas activées [177]. Un
ARN antisens contre les récepteurs du facteur de croissance endothélial prévient le
développement de l’hypertrophie ventriculaire gauche par le biais de la voie ERK-MAPK
chez les rats SHR [178] et chez des rats infusés à l’angiotensine II [179]. Un effet
préventif des statines, indépendant de l’augmentation de la pression artérielle, sur le
développement de l’hypertrophie cardiaque chez le rat a notamment été attribué une
inhibition des ERK-MAPK [180]. Suivant le développement de l’hypertrophie cardiaque,
l’activité ERK-MAPK a été augmentée de façon continue dans le tissus cardiaque de rats
avec une coarctation aortique pendant $ semaines. Il a donc été proposé que la voie
ERK-MAPK pourrait jouer un rôle clé dans la transition entre un état compensatoire
hypertrophique et 1’ insuffisance cardiaque [1811.
Le remodelage vasculaire et l’athérosclérose sont aussi des phénomènes qui mettent en
jeux la prolifération cellulaire et l’activité de la voie ERK-MAPK. L’augmentation de la
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synthèse protéique induite par l’angiotensine II dans les artères de résistance et
conductance est associée à une augmentation de l’activité de la voie ERK-MAPK
particulièrement dans l’aorte [182]. La voie ERK-MAPK serait aussi augmentée et
accompagnerait une synthèse protéique accrue lors de l’inhibition de la NO synthase dans
l’aorte de rats Sprague-Dawley [183]. L’induction de la fibrose vasculaire et de la
synthèse de collagène par l’endothéline dans l’aorte de souris a été prévenue par le
blocage de la voie ERK-MAPK [184].
Finalement, d’autres types de lésions causées aux organes ont été décrites comme le
résultat de l’activité ERK-MAPK, en particulier pour les reins. La rénopathie causée par
un traitement à l’aldostérone a été associée à une suractivation de la voie ERK-MAPK
[185]. La voie ERK-MAPK est impliquée dans la néphropathie diabétique chez le rat
Wistar [186]. Le blocage de la voie ERK-MAPK dans des rats Ren2 (haute rénine)
prévient les dommages rénaux associés à ce modèle [187].
Malgré le nombre d’études associant la suractivation de la voie ERK-MAPK avec les
altérations pathologiques causées par les maladies cardiovasculaires, l’inhibition de la
voie ERK-MAPK n’ajamais fait l’objet d’études en clinique sur le système
cardiovasculaire. On suppose à tort ou à raison que l’inhibition d’une voie ayant un rôle
majeur sur les signaux de croissance cellulaire serait la cause d’effets secondaires
majeurs, bien que ces effets n’aient jamais été encore répertoriés. La seule exception
serait le PD1 84352, un inhibiteur de la voie ERK-MAPK, qui est présentement à l’étude
comme anticancéreux dans une étude clinique [188].
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4. Le stress oxydant ou les radicaux
Le terme radical provient des mots radix ou radicalis qui signifient ‘relatif aux racines’.
Les premières utilisations du terme en chimie remontent jusqu’en 1787 dans l’ouvrage La
nouvelle nomenclature chimique de Gyton de Morveau. Lavoisier donne d’ailleurs une
définition du radical et des radicaux composés dans Le traité élémentaire de chimie paru
en 1789. Les radicaux étant des groupements chimiques qui sont conservés d’une
réaction à l’autre comme le radical fluorique ou le radical nitrique [189]. Les radicaux
étaient en fait des fonctions chimiques et plusieurs de ces fonctions ont été identifiées au
cours du 19e siècle [190].
Moses Gomberg découvre en 1900 le premier radical libre à partir du chlorure de
triphényl méthyle [191]. Le radical tryphénylméthyle avec un électron non-pairé reste
stable en présence de gaz rares. Gomberg a donc proposé que le carbone puisse être un
élément trivalent sous certaines conditions. Les travaux de Fenton au début du siècle
sont une étape importante dans le développement de la chimie radicalaire [192]. La
réaction de Fenton est toujours une référence pour décrire la formation de l’anion
hydroxyle catalysée par le fer à partir du peroxyde d’hydrogène:
Fe2 + H702 — fe3 + OH + OH
Fenton n’a cependant pas vraiment approfondi les mécanismes sous-jacents à cette
réaction. Une proposition mécanistique pour expliquer la réaction de Fenton a été
proposé au début des années trente et du même coup, le radical hydroxyle a été mis en
évidence [193]. Le cycle de Haber-Weiss est par la suite décrit [194]
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Fe2 + H202 —* Fe3 + OH• + 0H- (Réaction de Fenton)
H0 + F1202 H20 + 02•- + H+ (formation de superoxyde)
O2 + H+ + H202 — 02+ HO. + H20 (formation d’hydroxyle)
Fe2 + H0 + H+ —* Fe3 + H20 (fin du cycle de dégradation du H202)
La chimie radicalaire reste cependant un domaine concernant surtout l’industrie
cosmétique ou chimique, bien qu’en 1962, une hypothèse intéressante est émise sur le
rôle des radicaux libres qui, en causant des dommages sur les biomolécules, en particulier
l’ADN, seraient responsables des déficiences génétiques associées au vieillissement [195].
Le cycle de Haber-Weiss est récupéré en 1970 pour expliquer les effets toxiques de
l’anion superoxyde sur le matériel vivant [196]. Finalement, la découverte de l’EDRF
[78], qui est un radical sur l’azote a probablement donné le véritable départ de la
biochimie des radicaux qui a connu au cours des années suivantes un progrès rapide.
L’IUPAC (International Union ofPure andApplied Chemistry) recommande d’utiliser le
terme ‘radical’ pour désigner des molécules avec des électrons libres et le terme ‘groupe
substituant’ pour des groupes chimiques conservés entre les réactions (ex. S042). Le
‘radical libre’ est donc dépassé, bien qu’encore couramment utilisé [197].
4.1 Les principales espèces oxydantes dans les systèmes biologiques
Les effets nocifs des radicaux étaient d’abord attribués à leur capacité à réagir de façon
indiscriminée avec des molécules biologiques. Les dommages causés aux molécules de
3-,
différents systèmes, par exemple l’ADN, ont été reliés à des causes possibles de cancers
[195].
Un aspect insidieux des espèces réactives est qu’en réagissant avec d’autres molécules
pour atteindre une conformation électronique plus stable, il y a formation de nouveaux
radicaux. Ce processus se poursuit jusqu’à ce que deux radicaux se rencontrent pour
former un lien covalent et ainsi stopper la réaction. Par exemple, la superoxyde
dismutase (SOD) une enzyme faisant partie de la défense anti-oxydante de l’organisme,
va forcer deux anions superoxydes (02) à réagir entre eux pour former du peroxyde
d’hydrogène et de l’oxygène.
Le rôle fonctionnel joué par les radicaux dans l’organisme est bien souligné par
l’existence de maladies génétiques reliées à des déficiences d’enzymes de production
d’espèces radicalaires. Par exemple, dans le cas de la maladie chronique granulomateuse
[19$], une mutation d’une sous-unité de IaNAD(P)H oxydase sur le chromosome X
diminue la production d’anion superoxyde dans les macrophages et réduit leur efficacité à
détruire des bactéries. Un traitement par thérapie génique en insérant une copie
fonctionnelle du gène de la NAD(P)H oxydase rétablit cette anomalie [199].
Bien que dans le cas du système immunitaire, le rôle fonctionnel des radicaux est bien
établi, la preuve définitive reste toujours à établir dans les autres tissus, en particulier les
tissus du système cardiovasculaire. Évidemment, les propriétés signalisatrices et
l’ensemble des systèmes affectant le stress oxydant laisse penser que la présence de
radicaux dans les tissus cardiovasculaires est beaucoup plus qu’un simple accident ou
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conséquence du milieu aérobique dans lequel nous vivons. Compte tenu du présumé rôle
des radicaux libres dans le fonctionnement de l’organisme il est surprenant que peu ou
pas d’effet secondaires n’aient été rapportés suite à l’utilisation de thérapies anti-
oxydantes. On peut supposer que la production de radicaux libres est trop abondante ou
que les agents anti-oxydants n’atteignent pas complètement les sites de production des
radicaux libres pour entraver leurs rôles ‘naturels’. Il est à souligner que certains effets
des vitamines A et E et le béta-carotène sur les risques de développement du cancer sont
assez controversés. Par exemple, l’étude the Beta-Carotene and Retinol Efficacy Trial,
qui comprenait 18 000 personnes à risque de développer un cancer du poumon a montré
que les patients traités avec une combinaison béta-carotène et vitamine A ont un plus haut
taux de mortalité attribuable aux maladies cardiovasculaires et au cancer du poumon
comparativement aux patients traités avec un placebo [200]. Il reste que ces résultats ne
sont pas uniformes d’une étude à l’autre, qu’il est possible que cet effet soit limité aux
vitamines, qui sont des antioxydants souvent discutables, et qu’une diminution directe
des radicaux ou de leurs marqueurs produits dans l’organisme des patients traités n’a
jamais été associée avec ces augmentations de risque.
4.1.1 L’anion superoxyde
L’anion superoxyde est un radical formé d’une molécule d’oxygène avec un électron
supplémentaire libre 02 et est une des formes principales de stress oxydant dans
l’organisme vivant. Une description fondamentale de la formation de l’anion superoxyde
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a été décrite par Haber et Wi11stifter [193]. L’équipe de Fridovich est par contre la
première à souligner la toxicité in vivo de ce radical [196, 201].
L’anion superoxyde a une durée de vie relativement courte et est converti assez
rapidement en différent produits (figure 8), entre autres le peroxyde d’hydrogène et le
radical hydroxyle qui est un des radicaux les plus réactif que l’on retrouve dans les
cellules vivantes et est capable de réagir avec n’importe quelle molécule particulièrement
les lipides [202]. De plus, l’anion superoxyde peut réagir avec le monoxyde d’azote pour
former du peroxynitrite qui est un puissant agent oxydant [203]. D’ailleurs, cet effet de
l’anion superoxyde contribue de façon majeure au développement de la dysfonction
endothéliale [204]. Un autre effet toxique du superoxyde est relié à sa capacité
d’inactiver les noyaux fer-soufre d’enzymes ce qui a pour effet de libèrer du fer libre
dans la cellule [205]. Le fer libre favorise la formation du radical hydroxyle à partir du
peroxyde d’hydrogène. Il est également toxique pour la cellule et peut même causer des
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Figure 8 : Les réactions et les produits de l’anion superoxyde.
L’anion superoxyde est produit en grande quantité par les phagocytes pour tuer les
pathogènes invasifs [207]. Il est produit aussi en quantité plus modeste par la respiration
mitochondriale [20$-210]. D’autres sources biologiques directes et indirectes du
superoxyde ont aussi été identifiées : la NAD(P)H oxydase [211], la xanthine oxydase
[212], la synthase de l’oxyde nitrique endothéliale [213] et des isoformes du cytochrorne
p450 monooxygénase [214].
L’anion superoxyde est capable d’activer les voies dépendantes des tyrosines kinases
[215] qui sont aussi utilisées pour la signalisation des récepteurs des facteurs de
croissance. À faibles concentrations, l’anion superoxyde est considéré comme un facteur
hypertrophiant ou prolifératif pour la plupart des types cellulaires.
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4.1.2 Le radical hydroxyle
Le radical hydroxyle (OH) est un produit engendré par l’action du fer sur l’anion
superoxyde tel que décrit par le cycle de Haber-Weiss ou par l’action du fer sur le
peroxyde selon la réaction de fenton [193]. Cependant, une production indépendante de
l’hydroxyle par l’acide arachidonique dans les plaquettes humaines a été rapportée t216].
Puisque dans cette expérience la catalase ou la SOD n’ont pas eu d’effet sur la génération
d’hydroxyle, on peut supposer qu’il existe des mécanismes biologiques pouvant produire
directement le radical hydroxyle. L’effet le mieux décrit et le plus connu des radicaux
hydroxyles est la peroxydation des lipides. Un exemple serait l’oxydation d’une chaîne
d’un acide gras par un radical hydroxyle (figure 9). La chaîne de cet acide gras devient à
son tour une espèce radicalaire. Le radical hydroxyle peut cependant réagir avec des
hydrates de carbones, des acides nucléiques et des acides aminés. Par sa forte réactivité
et sa faible diffusion combinées à l’absence d’un système enzymatique spécifique pour
contrer ses effets, le radical hydroxyle est considéré comme l’un des radicaux les plus
toxiques pour l’organisme. Par exemple, dans la muqueuse gastrique, les radicaux
hydroxyles sont impliqués dans la formation de lésions alors que les radicaux



















Figure 9 : Peroxydation d’une chaîne insaturée lipidique par le radical hydroxyle.
4.1.3 Le peroxyde d’hydrogène
Le peroxyde d’hydrogène n’est pas un radical, mais est un puissant agent oxydant ou
réducteur et est produit à partir de la dégradation de l’anion superoxyde. Dans des
lipocytes, certaines NAD(P)H oxydases produisent directement le peroxyde d’hydrogène
[21$] sous l’action de l’insuline, alors que dans les tissus vasculaires, le peroxyde
d’hydrogène provient presque exclusivement de la dégradation de l’anion superoxyde.
Le composé a une demi-vie physiologique relativement longue de quelques secondes et
traverse aisément les membranes biologiques. Le peroxyde d’hydrogène peut aussi se
lier temporairement à des protéines, ce qui augmente sa distance possible de diffusion
[219]. La relative stabilité et la bonne capacité de diffusion du peroxyde d’hydrogène ont
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favorisé l’élaboration de plusieurs hypothèses sur son rôle comme molécule de
signalisation cellulaire. Le peroxyde d’hydrogène sert également de substrat pour les
enzymes peroxydases ce qui en fait un constituant biologique important pour le
fonctionnement normal des organismes vivants.
Le peroxyde d’hydrogène est connu pour ses effets vasoactifs. Il produit une
vasoconstriction dans l’aorte de rat selon un mécanisme dépendant du calcium par
l’activation de canaux calciques voltage-dépendants [220-222]. Il peut aussi libérer le
calcium du réticulum sarcoplasmique par l’activation des récepteurs à ryanodine [223].
Le peroxyde d’hydrogène a aussi été impliqué dans la relâche de calcium à partir des
mitochondries par le biais de la formation du radical hydroxyle [224]. Le calcium
relâché lie une calmoduline pour activer la kinase des chaînes légères de myosine
(MLCK) ce qui amorce la contraction musculaire. D’autres voies activées par le
peroxyde d’hydrogène ont été impliquées dans la contraction des muscles lisses
vasculaires les voies tyrosines kinases, les produits des cyclooxygénases, la protéine
kinase C, les Rho-kinases et les différentes voies MAPK [225].
Par contre, une étude sur des artères de résistances mésentériques a montré que le
peroxyde d’hydrogène avait des effets vasoconstricteurs à l’état basal, mais avait un effet
vasodilatateur lorsque les vaisseaux étaient préalablement contracté par la phényléphrine
t226]. Des résultats similaires ont été décrits lors d’une précontraction avec le chlorure
dc potassium [222]. Il a été suggéré que le potentiel de membrane de la cellule pouvait
affecter l’effet du peroxyde d’hydrogène sur le tonus vasculaire. Des effets
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vasodilatateurs endothélium-dépendant par l’augmentation de la relâche d’oxyde nitrique
[227] et endothélium-indépendants par l’activation directe de la guanylate cyclase et par
l’ouverture de canaux potassiques ont été identifiés [228, 229]. Le peroxyde d’hydrogène
active sa propre formation en activant la NAD(P)H oxydase [230] et une petite quantité
de peroxyde provenant de la NAD(P)H oxydase peut entraîner une activation soutenue de
l’enzyme [231].
4.2 Les sources de radicaux dans le système cardiovasculaire
Bien que le stress oxydant soit souvent perçu comme un agent exogène issu de facteurs
environnementaux (rayonnements UV, pollution, produits chimiques usuels...), la
majeure partie des espèces radicalaires est produite par l’organisme lui-même,
principalement par les cellules du système immunitaire. Une portion plus modeste des
radicaux est produite par les tissus. La production tissulaire endogène est cependant
soutenue et contrôlée par une variété d’enzymes et de voies de signalisation. En ce qui
concerne les radicaux produits au niveau du système cardiovasculaire, les sources sont
relativement variables et sont associées à des situations pathologiques différentes.
4.2.1 La chaîne respiratoire mitochondriale
La mitochondrie est le centre de la production aérobique d’énergie de l’organisme. La
présence d’oxygène et de la chaîne de transport des électrons offre des conditions
propices à la relâche de radicaux. Des mitochondries isolées du myocarde produisent une
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quantité appréciable d’anion superoxyde provenant d’une ‘fuite’ du transport
électronique au sein de la membrane interne de la mitochondrie [232-235]. Celle
production de radicaux libre peut être amplifiée par une exposition à un environnement
hyperbarique ou hyperoxyque lors d’une reperfusion d’un tissu [23 6-238]. Des études
de la mitochondrie isolée ont montrés que la réduction de l’oxygène en anion superoxyde
se produisait surtout au niveau du complexe I et du complexe III [239] (figure 10). Le
principal radical produit est l’anion superoxyde, rapidement converti en peroxyde
d’hydrogène et en radical hydroxyle [240]. La production accrue d’anion superoxyde par
les mitochondries de personnes âgées est d’ailleurs associée à une baisse de la synthèse
des isoformes de la coenzyme Q qui est un transporteur d’électrons à partir du complexe I.
Les électrons, faute de transporteur, sont ainsi relâchés et vont se lier à l’oxygène pour
former de l’anion superoxyde [241]. La coenzyme Q10, lorsque utilisée comme
supplément, est d’ailleurs considérée comme un antioxydant bien que son mode d’action
ne soit pas vraiment élucidé.
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Matrice mitochondriale
Figure 10 L’anion superoxyde issu de la chaîne d’électrons mitochondriale.
Légende : Q, coenzyme Q; C, cytochrome c.
Il a été montré que les mitochondries issues d’animaux diabétiques produisent moins
d’ATP [2421 et sont une source majeure d’anion superoxyde [243, 244]. La saturation de
la chaîne électronique mitochondriale est l’hypothèse présentement acceptée pour
expliquer ce phénomène dans le diabète [245]. Le surplus d’électrons de la mitochondrie,
sous forme d’anion superoxyde, est majoritairement chélaté par un influx de protons
provenant de l’ATP synthase. Le diabète est associé à un surplus de combustibles
métaboliques (lipides, glucose...). Ce surplus amène une augmentation de la production
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tricarboxylique et une accélération de la chaîne de transfert électronique et de l’activité
de la NADH déshydrogénase. Éventuellement, la chaîne de transfert électronique se
sature à son étape limitante, le complexe III, et est bloquée. La production d’ATP
devient moins efficace et l’anion superoxyde peut donc s’accumuler.
4.2.2 Les dérivés de l’acide arachidonique et leurs enzymes
L’acide arachidonique est un acide gras essentiel, substrat de voies connues pour leurs
rôles dans la régulation de la transmission de la douleur, dans la régulation de fonctions
immunitaires et dans la régulation de fonctions cardiovasculaires. L’acide arachidonique
est un acide gras insaturé sur quatre liens qui fait partie de la famille des oméga-6. Cet
acide gras provient directement de la diète ou de la conversion d’acides gras oméga-6,
comme l’acide linoléique, et de la relâche de l’acide arachidonique à partir des
phospholipides membranaires par l’action des phospholipases A2 [246]. L’acide
arachidonique peut aussi provenir de la conversion de la phosphatidyl-éthanolamine ou
choline en acide phosphatidique par la phospholipase D (PLD) et par la dégradation du
phosphatidylinositol par un mécanisme amorcé par la phospholipase C. Trois familles
d’enzymes ayant pour substrat l’acide arachidonique ont été identifiées comme sources
potentielles de radicaux libres les cyclooxygénases, les lipoxygénases et les cytochrome
450 monooxygénases (figure 11).
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Figure 11 : Les voies reliées à l’acide arachidonique et la production de radicaux
4.2.2.1 Les cyclooxygénases
Les cyclooxygénases (COX) sont des cibles pharmacologiques depuis longtemps
exploitées en médecine naturelle avant même la synthèse de l’acide salicylique par Kolbe
en 1874 et de la commercialisation de acide acétylsalicylique par Felix Hoffman en 1899
[247]. Le médicament le mieux connu au monde, l’aspirine, est décrit par la compagnie
comme un analgésique, anti-pyrétique et anti-inflammatoire [248]. Le mode d’action n’a
été découvert que beaucoup plus tard en 1971 [249] par la mesure des effets de l’aspirine
dans un extrait de prostaglandine synthase (cyclooxygénase).
Une étude sur des cellules épithéliales de la trachée a montré une augmentation de








associée à la surexpression de l’ARNm de la COX1 originalement identifiée, mais plutôt
à la surexpression d’un autre ARNm [250]. Par la suite, un type ‘constitutif et un type
‘inductible’ de cyclooxygénases ont été identifiés en traitant des monocytes avec des
liposaccarides bactériens [251, 252]. L’existence d’une autre forme de cyclooxygénase
60% analogue à la forme originale, la COX2, a été confirmée dans des cellules
embryonnaires de poulet par biologie moléculaire [253].
Les cyclooxygénases sont des enzymes localisées au niveau du réticulum endoplasmique
et de la membrane nucléaire. Elles comprennent trois domaines : un domaine en surface
analogue à des facteurs de croissance, un domaine membranaire qui fixe l’enzyme et un
domaine enzymatique légèrement distinct entre les COX1 et COX2 [254]. Les
cyclooxygénases forment un cycle avec l’acide arachidonique pour produire la
prostaglandine PGG2 et ensuite la fonction peroxydase de l’enzyme réduit la PGG2 en
PGH2 (figure 12). Ces enzymes possèdent 2 sites catalytiques leur permettant de jouer un
rôle d’oxydation puis de peroxydation. Les endoperoxydes PGG2 très instables donnent
naissance aux différents prostanoïdes par l’action de différentes isomérases ou synthases.
Ces prostanoïdes comprennent les prostaglandines : PGE2, PGf2, PGD2, la prostacycline
(PGI2) et le thromboxane A2 (TXA2). Ces produits appartiennent à la série 2 dérivée de
l’acide arachidonique (les molécules ont 2 liens insaturés). Cependant, d’autres substrats
ont le potentiel de produire d’autres séries de prostanoïdes [255-25$]. Les prostanoïdes
formées varient selon l’activité enzymatique de la cellule. La plupart des tissus sont
capables de synthétiser les intermédiaires PGG2 et PGH2 à partir de l’acide arachidonique.
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À titre d’exemple, on retrouvera principalement du TXA2 au niveau des plaquettes et de
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Figure 12 : Les produits des cyclooxygénases
Traditionnellement, les COX1 sont décrites comme des enzymes constitutionnelles,
localisées essentiellement au niveau du réticulum endoplasmique, en constant
renouvellement et responsables de maintenir l’homéostasie dans certains organes, par
exemple la production de mucus et de bicarbonates sur la paroi de l’estomac [259]. Les
COX-2 sont plutôt perçues comme des enzymes inductibles, localisées essentiellement au
niveau de la membrane nucléaire, activées par des réactions inflammatoires et par les
cytokines produites par différentes cellules dont les macrophages et les monocytes. La
production exagérée de prostaglandines en situation pathologique participe à
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l’inflammation (vasodilatation, augmentation de la perméabilité capillaire) et à la douleur
(sensibilisation des nocicepteurs) [260].
4.2.2.1.1 La production de radicaux libres par les cyclooxygénases
L’aspirine a été proposée comme un antioxydant majeur et les cyclooxygénases ont été
proposées comme des sources de radicaux libres dans le système cardiovasculaire. Un
traitement à l’aspirine est capable de diminuer la production de radicaux libres dans les
vaisseaux de rats spontanément hypertendus et de rétablir en partie la vasodilatation dans
ce modèle [261]. L’aspirine a aussi prévenu l’hypertension, l’hypertrophie cardiaque et
la production d’anion superoxyde chez le rat traité à l’angiotensine II [262] et chez le rat
insulino-résistant traité au glucose [263]. Puisque l’angiotensine II est un important
médiateur de l’inflammation et est capable d’augmenter l’expression de la COX2 [264],
il a été proposé que l’effet oxydant de l’angiotensine II est dépendant de la surexpression
de la COX2. Des inhibiteurs sélectifs des COX2 ainsi que l’aspirine ont prévenu la
production d’anion superoxyde dans les tissus cardiovasculaires de rats traités à
l’angiotensine II alors que des inhibiteurs de la COX1 ont eu peu d’effet sur la production
d’anion superoxyde dans le colon des animaux (exprimant la COX1). Il a aussi été
rapporté que l’activation et la surexpression de la COX2 serait liée à l’activation de
l’enzyme NAD(P)H oxydase [261, 265].
L’association étroite entre la synthèse de prostanoïdes et l’activité du système
immunitaire, en particulier la relâche de radicaux libres par les macrophages, font en
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sorte qu’une augmentation excessive de l’activité cyclooxygénase est associée à la
relâche de radicaux libres, en particulier l’anion superoxyde. Ce phénomène a été
observé chez l’animal et chez l’homme. Chez le rat, l’inhibition des cyclooxygénases et
des lipoxygénases dans les neutrophiles [266] et les macrophages pulmonaires [267]
prévient la production d’anion superoxyde par ces cellules. Aussi, la production d’anion
superoxyde dans les corps jaunes de rates peut être inhibée par des inhibiteurs des
cyclooxygénases [268]. Les espèces radicalaires, en particulier l’anion superoxyde,
produites au niveau de l’endothélium de capillaires du cerveau de rats suite à une anoxie
et une réoxygénation sont produites par des mécanismes dépendant de la xanthine
oxydase et des cyclooxygénases [269). Chez le porc, l’ibuprofène, un inhibiteur plus ou
moins spécifique de la COX1, peut atténuer l’effet d’un choc respiratoire des
neutrophiles pulmonaires [270] et une atteinte du tissus neveux par un choc augmente la
production d’anion superoxyde par un mécanisme cyclooxygénase-dépendant [271]. De
plus, une étude mesurant les effets d’une stimulation de la relâche de calcium sur la
contraction dans les artères basilaires de chien a montré que l’activité cyclooxygénase
était augmentée en réponse à une augmentation du calcium intracellulaire et entraînait
une augmentation de la production d’anion superoxyde par les cellules endothéliales
[272].
Les données actuelles suggèrent que les cyclooxygénases sont associées à une production
d’anion superoxyde dans plusieurs tissus par le biais de la production de prostanoïdes, en
particulier dans les leucocytes activés et à la surface interne vasculaire. Cette production
est probablement dépendante de l’activité de la NAD(P)H oxydase, enzyme
69
principalement active dans les leucocytes, mais aussi importante dans la production
d’anion superoxyde vasculaire. Les détails entourant les mécanismes exacts et les
prostanoïdes impliquées dans cette production d’anion superoxyde sont toutefois peu
connus.
4.2.2.2 Les lipoxygénases
Les lipoxygénases (LOX) sont des enzymes appartenant à la classe des oxydoréductases
qui catalysent des réactions entre des acides gras insaturés et l’oxygène pour former des
hydroperoxydes d’acide gras. On connaît des 5- des 12- des 15-LOX qui vont donner
naissance aux hydroperoxydes (acides hydroperoxyeicosatetraénoiques ou HPETE) puis,
sous l’effet d’une enzyme déhydrase, aux hydroxyacides (acides
hydroxyeicosatetraénoiques ou HETE) à partir d’acide gras insaturés de 18 à 20 carbones
avec une préférence pour l’acide arachidonique [273]. Les numéros des trois types de
lipoxygénases déterminent la position du carbone à partir de la fonction acide sur lequel
l’enzyme ajoute une fonction hydroperoxyde (-00H) (Figure 13).
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Action de la déhydrase
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Figure 13 : Hydroxyperoxydation et déhydration de l’acide arachidonique
Les HETE sont produits dans plusieurs types de cellules humaines. On les retrouve dans
les vaisseaux, l’épithélium et la neuroglie. Ils peuvent aussi être incorporés dans les
phospholipides membranaires.
Alternativement au 5-HETE, les 5-LOX permettent la libération de composés doués de
propriétés biologiques importantes : les leucotriènes à partir du 5-HPETE [274]. Les
premières découvertes relatives aux leucotriènes ont été effectuées en 193$ [275]. Ces
chercheurs avaient identifié une substance, la slow reaction smooth muscle-stimulating
substance (SRS), isolée du tissu pulmonaire après une exposition à l’histamine ou à du
venin de cobra. Les constituants du SRS libéré au cours de la réaction anaphylactique
sont identifiés pour la première fois en 1979 [276] et nommés leucotriènes.
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Les lipoxygénases forment en deux étapes, à partir de l’acide arachidonique, un composé
instable, le leucotriène A4 (LTA4). Relativement au type cellulaire et les enzymes
associés, le LTA4 sera converti en différents produits. Dans les monocytes et les
neutrophiles, la LTA4 hydrolase produit le leukotriene B4 (LTB4). Le LTB4 possède un
effet de chimiotactisme important pour les cellules phagocytaires (polynucléaires
neutrophiles, macrophages) et les monocytes et les lymphocytes qui libèrent des
cytokines. Par ailleurs, les cellules polynucléaires neutrophiles, attirées par le LTB4,
peuvent libérer des hydroxyperoxides qui peuvent sensibiliser directement, comme les
prostaglandines, les nocicepteurs de la fibre afférente primaire. Les mastocytes et les
éosinophiles expriment la LTC4 synthase pour former des leucotriènes cystéinés (les
LTC4, D4 et E4) qui possèdent un effet prédominant sur les microvaisseaux (veinules
post-capillaires notamment) et entraînent l’exsudation de plasma et l’oedème lors de la
réaction inflammatoire. Ces molécules sont aussi fortement bronchoconstrictrices et
augmentent la synthèse de mucus dans les voies respiratoires.
La voie lipoxygénase produit aussi des composés appelés lipoxines A4 et lipoxines B4
(LXA4 et B4) [277]. La production de lipoxines est le résultat d’une coopération entre les
voies lipoxygénases appartenant à plusieurs types cellulaires différents [278]. Les
macrophages peuvent utiliser le 1 5-HETE relâché par les cellules endothéliales pour
former les lipoxines avec la 5-LOX [279]. Le LTA4 peut être également transformé par
la 12-LOX des plaquettes ou la 15-LOX des macrophages en lipoxines [280]. Les
lipoxines exercent surtout des effets anti-inflammatoires en diminuant la relâche de
leucotriènes [281] ou en inhibant la transmigration des neutrophiles au travers des
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cellules endothéliales [282]. L’aspirine a d’ailleurs été identifiée comme un stimulateur
de la relâche de lipoxines [283]. L’aspirine peut acétyler la COX2 et changer son activité










Figure 14 : Les produits des lipoxygénases.
La 5-LOX a reçu plus d’attention en recherche à cause de son implication dans la
synthèse des leucotriènes, par contre les rôles exacts des 12 et 15-LOX et du 12,15-HETE
restent plus ou moins connus. Les 12 et 15-LOX ont la propriété de produire tous les
deux des 12 et 1 5-HETE et sont exprimés dans une grande variété de tissus [285, 286].
Les 12,15 HETE sont des stimulants puissants de la prolifération cellulaire et de
l’inflammation, bien que leurs cibles ne soient pas vraiment identifiées. Les 12,15-HETE







l’effet de cette intéraction reste peu connue. Des résultats récents suggèrent que les
12,15-LOX soient impliqués dans l’expression de 1-CAM à la surface des cellules
endothéliales [246, 288]. Les 12-HETE seraient impliqués dans la vasoconstriction de
l’angiotensine en activant des canaux calciques de type-L [289]. Les 12,15-LOX
augmentent la synthèse d’interleukines et du NFkB dans les cellules de muscles lisses
vasculaires [290]. Un type leucocytaire de 12,15-LOX est exprimé dans les cellules de
muscles lisses vasculaires et jouerait un rôle important dans la migration, l’hypertrophie
et dans la signalisation des facteurs de croissances de ce type cellulaire [291].
Peu d’inhibiteurs spécifiques des lipoxygénases sont utilisés en médecine. Zileuton, un
inhibiteur de la 5-lipoxygénase est utilisé pour traiter l’asthme. Le gingembre, un
inhibiteur naturel non sélectif, est aussi utilisé en médecine traditionnelle chinoise.
4.2.2.2.1 Les lipoxygénases et la production de radicaux
Par leurs effets sur le recrutement et l’activation des cellules immunitaires, en particulier
les macrophages, la plupart des composés issus de l’action des lipoxygénases activent
indirectement la relâche de radicaux libres par ces cellules. Les cytokines relâchées par
l’action des leucotriènes, en particulier LTB4 sont des molécules pro-oxydantes et
exercent leurs effets par l’enzyme NAD(P)H oxydase [292]. La 5-LOX est impliquée
dans l’activation de la NAD(P)H oxydase par l’angiotensine II par la formation de LTB4
[246, 293]. L’activité lipoxygénase est une source d’anion hydroxyle à partir de l’acide
arachidonique dans les plaquettes sanguines humaines [216]. Dans ces plaquettes, la
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production d’anion superoxyde est bloquée par l’inhibition des lipoxygénases, mais non
par l’inhibition des cyclooxygénases. La production de 12-hydroxyeicosatetraenoïque
(12-HETE) semble aussi associée avec la production d’anion superoxyde [294].
L’activité des 12,15-lipoxygénases a été impliquée dans l’athérosclérose, l’hypertension
et le diabète. Une étude a montré que les 12,15-LOX des leucocytes étaient impliqués
dans l’oxydation des LDL et contribuaient au développement de l’athérosclérose par ce
mécanisme et par leur propriétés prolifératives et inflammatoires [295]. Cette
contribution a aussi été observée dans des animaux diabétiques [296]. Une déficience
génétique des 12,15-LOX ou de la synthèse de l’interleukine-12 atténue l’athérosclérose
dans un modèle de souris hypercholesterolémiques [297-299]. Les macrophages dans les
sites de lésions athérosclérotiques surexpriment les 12,15-LOX [300, 301]. Des souris
transgéniques surexprimant les 12,15-LOX et déficientes en récepteurs de LDL ont un
développement des lésions athérosclérotiques accéléré [302, 303]. La provenance de
l’anion superoxyde produit par les 12,15-lipoxygénases reste inconnue.
4.2.2.3 Les cytochromes p450 monooxygénases.
Les cytochromes p450 existent sous des centaines de formes et ont tous en commun un
thiolate comme ligand axial du fer au centre d’un noyau hème. Ce sont d’ailleurs les
propriétés de ce chromophore qui lui ont donné le nom : en 1963, deux chercheurs
japonais, Sato et Omura, ont appelé ‘pigment 450’ le composé responsable du pic
d’absorbance à 450 nm qui apparaît quand on sature en monoxyde de carbone une
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préparation subcellulaire de glandes surrénales par le sodium dithionite [304, 305]. Les
différents cytochromes sont issus de plus de 30 gènes [306] et sont impliqués dans le
métabolisme oxydatif de composés exogènes (médicaments, toxines, polluants...) et
aussi de composés endogènes (vitamines, protéines, acides gras...). On trouve les
cytochromes P450 dans la plupart des êtres vivants dans les archéobactéries, des
eubactéries, des plantes et les animaux. Chez les mammifères, toutes les cellules étudiées
jusqu’à maintenant expriment un ou plusieurs gènes reliés aux cytochrome p450 [307].
Les organes particulièrement riches en p450 sont le foie et les glandes surrénales. Chez
l’homme, les grandes familles des cytochromes sont désignées CYP1A, CYP2C, CYP3A.
Les cytochromes p450 ont une faible sélectivité pour une catégorie de substrats (ex. t des
stéroïdes, des eicosanoïdes...), mais vont par contre toujours modifier leurs substrats aux
mêmes sites chimiques (ex. t une hydroxylation en position 6a sur un cycle).
Généralement, le cytochrome P450 (CYP45O) transforme un substrat hydrophobe (RH)
en produit hydrophile (ROH) souvent par l’introduction d’une fonction hydroxyle.
Ru + 02 + + NADPH + CYP45O —> ROH + H20 + NADP + CYP45O
Au cours de cette réaction, le fer de l’hème est le transporteur électronique et le NADPH,
par le biais d’une NADPH réductase, fourni les électrons nécessaires à la réduction de ces
composés [30$]. Sous certaines conditions, il peut y avoir relâche directe d’anion









Figure 15 : Réactions de transferts d’électrons dans l’hydroxylation d’un composé par un
cytochrome p450.
Les premières études sur le métabolisme de l’acide arachidonique par les cytochromes
p450 ont montré que plusieurs types d’acides gras polyinsaturés pouvaient intéragir avec
le noyau hème des cytochromes [309]. Il a ensuite été montré que les résultats de ces
réactions étaient la production d’une variété de produits hydroxy et époxygénés dérivés
de l’acide arachidonique. Ces produits sont principalement des acides
epoxyeicosatriénoïques (EET), des acides hydroxyeicosatriénoïques (HETE) et des
hydroxyles de l’acide arachidonique (OH-AA) [310].
Les rôles fonctionnels de ces composés sont multiples et incluent la régulation de relâche
d’hormones hypothalamiques, de la rénine et de l’insuline et du glucagon [311, 312]. Un
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intérêt récent pour les rôles des métabolites de l’acide arachidonique sur le tonus
vasculaire a permis de mieux définir la fonction de certains métabolites. En général, les
EET ont des effets vasodilatateurs et anti-inflammatoires et les OH-AA ont des effets
vasoconstricteurs bien que ces rôles aient souvent été contredits dépendamment des
conditions et des tissus utilisés [308].
Le rôle des cytochromes p4-50 dans la régulation vasculaire par la production d’acides
HETE a été relié à l’activité de certains isoformes de l’enzymes (2B, 2C$, 2C9, 2C10, et
2J2 chez l’humain, 2C34 chez le porc et 2C1 1, 2C23, et 2J4 chez le rat) [313]. Le
CYP2C9 endothélial qui métabolise l’acide arachidonique en acides EET est une source
de radicaux dans les artères coronaires [314]. Certains cytochromes sont prédominants
dans le coeur et le réseau vasculaire. Le coeur exprime les CYP lAi, 2B6/7, 2C8-19,
2D6, and 2E1 [315], l’activité du type 2E1 est augmentée chez les fumeurs, les
diabétiques et les insuffisants cardiaques [3 16-318]. L’activité du cytochrome p450 a été
proposée comme une cause possible d’hypertension [319]. En effet, une inhibition des
cytochromes p450 ou l’utilisation d’un ARN antisens contre les isoformes 4A ont
prévenu l’augmentation de l’hypertension chez le rat $HR [320, 321].
Les cytochromes p450 sont d’importantes sources de radicaux libres, en particulier lors
de la reperfusion de tissus ischémiques [322]. L’inhibition des cytochromes p450 par le
chloramphénicol a réduit la taille des infarctus induits sur des coeurs de rats et de lapins
perfusés selon le modèle de langendorff [323]. Le cytochrome CYP2E1 est responsable
des dommages mitochondriaux dans une lignée cellulaire hépatocytaire HepG2 [324].
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Ces dommages sont induits par une production de radicaux stimulée par un traitement à
l’acide arachidonique et une peroxydation des lipides suivis d’un influx de calcium et
d’une suractivation des protéases calcium dépendantes.
Les cytochromes p450 sont également responsables de la formation de 20-HETE dans les
cellules vasculaires rénales de muscles lisses [325]. Cet agent est un puissant
vasoconstricteur par le blocage des canaux potassiques calcium dépendent. Ce produit
est responsable de la réponse myogénique des artérioles rénales et joue un rôle essentiel
dans l’autorégulation du flux sanguin rénal. Le 20-HETE est aussi produit dans l’anse de
Henle et régule le transport sodium-potassium-chlorure. Le cytochrome p450 produit
aussi des acides EET formés dans l’endothélium des artères rénales qui sont de puissants
vasodilatateurs ayant un effet inverse du 20-HETE sur les canaux potassiques. Les EET
et 20-HETE favorisent aussi la natriurèse et des rats Dahl sensibles au sel présentent une
déficience de la synthèse de 20-HETE dans la branche ascendante de l’anse de Henle.
Les métabolites des cytochromes p450 ont dont des effets opposés sur la pression
artérielle et le 20-HETE a un effet variable selon les régions vasculaires concernées [325].
4.2.2.4 La synthase de l’oxyde nitrique (NOS)
Les oxydes nitriques synthases (NOS) sont les enzymes responsables de la synthèse de
l’oxyde nitrique (NO) à partir de l’arginine incluant la NOS endothéliale (eNOS), la NOS
neuronale (nNOS) et la NOS inductible (iNOS) [326]. La eNOS est un des principaux
points d’intérêt dans l’étude de la dysfonction endothéliale puisque l’enzyme est la source
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du NO impliqué dans le contrôle du tonus vasculaire alors que la iNOS est plutôt induite
lors d’une réponse inflammatoire [327]. Le NO est un radical qui participe à une série de
réactions de type redox capable de modifier ou d’endommager des constituants
biologiques (figure 16).







Figure 16 : Les produits de réactions du NO
Dans un milieu aqueux, la demi-vie du NO diminue exponentiellement lorsque sa
concentration augmente, soit 800 secondes pour 1 tM et 8 secondes pour 100 tM à
cause de sa capacité à s’autooxyder: 2 NO + 02 —* N203
In vivo, la demi-vie du NO est probablement beaucoup plus courte à cause des réactions
chimiques avec les molécules biologiques environnantes, par exemple l’hémoglobine qui
réduit la demi-vie du NO à quelques secondes [328, 329].
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L’oxyde nitrique produit par la eNOS, bien qu’étant un radical, a une réactivité tout de
même faible et est relativement stable. Le potentiel réducteur du NO est d’environ 0,39
V comparativement à 2,31V pour l’anion hydroxyle (table 1) [330]. Également, la
plupart de ces réactions impliquent d’autres types de radicaux plus réactifs, en particulier
l’anion superoxyde pour la formation du peroxynitrite. L’anion superoxyde peut réagir
avec le NO pour former le peroxynitrite (ONOO-) [204, 331] et ainsi réduire la
biodisponibilité de ce facteur vasodilatateurs et antiprolifératif. Le peroxynitrite est
considéré comme une molécule cytotoxique capable de produire la peroxydation des
lipides en formant des radicaux hydroxyles [332, 333]
02 + NO — ONOO
ONOO- —* NO2 + OH








GS / GS- (Glutathion) +920
02-/H202 +900
10. / TO- (Tocophérol) +480
NO•/NO- +390
Ascorbate• (vitamine C) / Ascorbate- +282
02102 -330
Table 1 : Potentiels de réduction (rédox) de différents radicaux à pH 7.
Le potentiel de réduction standard (E°) est mesuré à 25°C, pour des concentrations de 1M
à une pression de 1 atmosphère pour les gaz faisant partie de la réaction. La valeur O mV
est le potentiel de réduction relatif à l’électrode à hydrogène (2e + 2H — H2).
La valeur, en millivolts (mv) pour une réaction AIB, représente la tendance du composé
A à effectuer une réaction d’oxydo-réduction pour former le composé B.
Par exemple, dans la transformation d’un groupe ROH en radical RO• par le radical
hydroxyle ou par le radical tocophérol:
RO/ROH = 1600 mV Réaction inverse ROH/RO’ -1600 mV
HO’/OH- = 2310 mV TO’ / TO- = 480 mV
Réaction finale: HO• + ROH —* RO’ + H20 (AE 23 10-1600 = 710 mV)
TO + ROH —* RO• + TOH (AE = 480-1600 -1120 mV)
Si on calcule l’énergie libre (AG) de la réaction selon l’équation de Gibbs
-n F AE F = 96485 Coulombs/mole (constante de Faraday)
n = nombre d’électrons
HO’ + ROH —* RO’ + H20 (AG = -6,8 x C V)
TO + ROH —* RO + TOH (AG = 1,1 x C V)
La valeur de la réaction avec le radical hydroxyle est négative alors que la réaction avec
la vitamine E est positive. Puisque les réactions chimiques tendent vers une énergie libre
minimale, la réaction avec le radical hydroxyle est plus probable qu’avec la vitamine E.
Le radical hydroxyle est donc beaucoup plus réactif que le radical tocophérol.
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4.2.2.4.1 Le découplage de la NOS













Figure 17: Production d’anion superoxyde par la NOS découplée.
Sous certaines conditions, la NOS synthase peut cependant produire de l’anion
superoxyde [213]. Cette production est dépendante de la présence ou de l’absence d’un
cofacteur, la tétrabioptérine (BH4) [336]. La BH4 joue un rôle essentiel pour maintenir la
NOS sous forme dimérique, productrice de NO, plutôt que sous forme monomérique,
productrice d’anion superoxyde [337]. La BH4 est instable en présence d’oxygène et de
radicaux [338]. Une augmentation locale de radicaux libres peut donc favoriser le
découplage de la NOS. La génération de radicaux par la NOS est donc souvent un effet
de radicaux initialement présents. La NOS viendrait donc amplifier un système oxydatif
local, bien que l’impact physiologique majeur du changement de vocation de l’enzyme
est probablement davantage causé par la perte de la production du NO Cependant, une
o-’
La xanthine oxydase ou XO, est une enzyme de la chaîne de dégradation des purines qui
catalyse l’oxydation de l’hypoxanthine en xanthine et qui de plus catalyse l’oxydation de
la xanthine en acide urique
Voie de dégradation des purines
ATP —* AMP —* adénosine —* inosine —* hypoxanthine
Xanthine + 02
Cette grande protéine (270 000 KDa) est liée à deux molécules de flavine, deux atomes
de molybdène et huit atomes de fer. L’enzyme, présente dans le lait de vache, est étudiée
depuis plus d’un siècle [340]. La xanthine oxydase est une enzyme qui forme de l’anion
superoxyde dans les étapes finales du catabolisme des purines (figure 1$).
étude a montré un rôle significatif de la NOS découplée dans la production d’anion
superoxyde dans les plaquettes de patients diabétiques et hypertendus [339].
4.2.2.5 La xanthine oxydase
Hypoxanthine + 02
Xanthine + 02 + 2H20
Xanthine
oxydase
Acide urique + 2H202
Figure 18 : Production de radicaux par la xanthine oxydase.
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Chez l’homme, la xanthine oxydase se retrouve normalement dans le foie et sous une
forme non libre dans le sang. En cas d’atteinte hépatique grave, la xanthine oxydase est
larguée dans le sang, si bien qu’une mesure sanguine de XO permet de déceler des
dommages hépatiques. L’allopurinol est un inhibiteur de la xanthine oxydase souvent
utilisé dans le traitement de la goutte puisque que la xanthine oxydase est une voie
métabolique de la formation de l’acide urique [341].
L’activité de la xanthine oxydase a aussi été détectée dans le cytosol des cellules
endothéliales bovines [342] et sur la surface cellulaire de cellules endothéliales humaines
t343] dans le plasma circulant [344J et dans les cardiomyocytes [345].
Cette enzyme a été proposée comme source de radicaux libres dans les tissus reperfusés,
en particulier, dans les tissus cardiaques. Dans le tissu ischémique, l’ATP est catabolisé
en hypoxanthine qui s’accumule. Des conditions ischémiques augmentent aussi la
concentration de xanthine oxydase par un mécanisme impliquant le calcium et certaines
protéases. Lors de la reperfusion, les niveaux élevés de xanthine et xanthine oxydase
produisent une augmentation brusque de la production d’anion superoxyde [346-348].
Des études ont rapportées une augmentation de l’activité de l’enzyme dans des cas
d’insuffisance cardiaque [349] et l’allopurinol peut augmenter l’efficacité contractile
d’un coeur en défaillance [350]. L’importance du rôle de la xanthine oxydase dans le
tissu cardiaque est cependant parfois remise en question à cause de la faible activité de
l’enzyme dans le tissu [351]. Une étude a même rapporté que la xanthine oxidase n’était
pas exprimée à un niveau détectable dans les cellules musculaires cardiaques humaines
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[352]. La xanthine oxydase a aussi été impliquée dans la maladie vasculaire bien que
souvent perçue comme un facteur favorisant l’adhésion des neutrophiles plutôt qu’un
facteur primaire de dommages cellulaires [353]. Il a été néanmoins démontré, par
l’action d’inhibiteurs, que la xanthine oxydase produisait de l’anion superoxyde dans le
réseau vasculaire humain et que ce traitement améliorait la vasodilatation chez des
patients hypercholesterolémiques [354, 355].
4.2.2.6 La NAD(P)H oxydase
D’abord identifiée pour son implication dans la réponse immunitaire par les neutrophiles
et les autres cellules phagocytaires, la NAD(P)H oxydase est une enzyme capable de
produire l’anion superoxyde à partir de la NADH et de la NAD(P)H) [356]. L’anion
superoxyde, bien connu comme médiateur de l’inflammation du recrutement cellulaire et
comme inducteur de l’apoptose a d’abord été étudié pour son rôle dans le système
immunitaire. Cependant, la NAD(P)H oxydase a récemment reçu une attention
considérable des chercheurs du domaine cardiovasculaire suite à la découverte des
propriétés de l’angiotensine II pour stimuler la NAD(P)H oxydase dans les cellules de
muscles lisses vasculaires [357] et dans l’aorte de lapin [358]. Ces résultats ont ensuite
été confirmés par la mesure de l’expression des différentes sous-unités de la NAD(P)H
oxydase dans les tissus cardiovasculaires [359]. Bien que la NAD(P)H oxydase ne soit
pas l’unique source de radicaux dans le réseau vasculaire, les connaissances actuelles
suggèrent que la NAD(P)H oxydase est la source principale d’anion superoxyde impliqué
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dans le développement de l’athérosclérose par rapport aux autres sources d’anion
superoxyde connues [360].
4.2.2.6.1 La composition de la NAD(P)H oxydase
La NAD(P)H oxydase est une enzyme composée de sous-unités multiples qui, lorsque
activées, s’assemblent à la membrane cellulaire pour produire l’anion superoxyde. La
NAD(P)H oxydase a cependant aussi été associée à la production de radicaux libres dans
les mitochondries [361]. Deux sous-unités connues sont localisées à la membrane : la
gp9lphox (sept homologues ont été identifiés) et la p22phox. Les autres sous-unités sont
situées dans le cytoplasme: la p47phox, p67 phox, p4ûphox et la protéine G rac [3 62-
364]. Phox signifie phagocytic oxidase, un vestige de la fonction originalement associée
à l’enzyme. Les homologues de la gp9lphox sont aussi nommés Noxl-5 and Duoxl-2 et
leur expression dans le système cardiovasculaire varie dépendamment des tissus
impliqués mais Nox4 semble être le plus abondante avec Noxi et Nox2 [365]. Malgré
les similitudes structurelles entre les différentes sous-unités exprimées dans le système
immunitaire et cardiovasculaire, l’enzyme présente une expression et une activité moins
importante dans les tissus cardiovasculaires [366]. Une autre différence est l’activité
constitutive de l’enzyme observée dans le système cardiovasculaire comparativement a
une activité induite dans le système immunitaire; une situation semblable aux différents
types de NOS dans le système vasculaire et immunitaire [367]. La NAD(P)H oxydase
dans les cellules cardiovasculaires régule des fonctions cellulaires de base comme la
croissance cellulaire, le remodelage vasculaire et même le tonus vasculaire [368].
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4.2.2.6.2 La NAD(P)H oxydase dans le système cardiovascutaire
La stimulation hormonale par le système rénine-angiotensine est probablement le
mécanisme de stimulation de l’activité NAD(P)H oxydase le mieux caractérisé. Puisque
l’activation du système rénine-angiotensine est associé aux maladies cardiovasculaires, il
a été proposé que les effets délétères de l’angiotensine II soient causés par la NAD(P)H
oxydase. Jusqu’à présent, les expériences avec un inhibiteur de la NAD(P)H oxydase
(apocynine) ont montré que le remodelage des vaisseaux de la souris par l’angiotensine II
est dépendant de l’activité NAD(P)H oxydase [369]. D’autres peptides produits en
réponse à l’activation du système rénine-angiotensine tels que l’aldostérone [370] et
l’endothéline [371-373] augmentent l’activité de la NAD(P)H oxidase dans certains
modèles d’hypertension. Aussi, une surexpression de cette enzyme a été rapportée chez
les rats spontanément hypertendus (SHR) [374].
Une suractivation de la NAD(P)H oxydase a été observée dans l’hyperinsulinémie et le
diabète puisque le méthylglyoxal, un produit de la glycolyse, et le glucose peuvent
activer cette enzyme dans les cellules endothéliales et de muscles lisses vasculaires de
boeuf et de rat [375, 376]. La transactivation du récepteur des facteurs de croissance à
l’insuline IGF-1R par l’angiotensine II est impliquée dans la surproduction vasculaire
d’espèces radicalaires de l’oxygène dans le développement de l’hypertension dans les rats
SHR [372]. Le diabète et l’hypertension ont été associés à une augmentation de l’activité
ou de l’expression de la NAD(P)H oxydase dans des modèles expérimentaux et chez
l’humain [377-380]. D’autres récepteurs de facteurs de croissance sont aussi susceptibles
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d’être impliqués puisqu’une étude a décrit une activation de la NAD(P)H oxydase par le
TGF-betal suivie d’une production de VEGf et d’anion superoxyde [381]. Parmi
d’autres activateurs, les forces de cisaillements ont aussi été identifiées comme un facteur
activateur potentiel de la NAD(P)H oxydase dans les cellules endothéliales de souris
[382].
En plus des facteurs stimulateurs, plusieurs modulateurs et inhibiteurs de l’activité de la
NAD(P)H oxydase ont été identifiés à l’aide de modèles animaux. Les statines
(atorvastatine) [383], les modulateurs de récepteurs à oestrogènes [384], les inhibiteurs de
la voie ERKJMAPK [385, 386] ou de la voie p38 (dans les tissus rénaux) [387], les
inhibiteurs de cyclooxygénases [265], des inhibiteurs des Rho-kinases (fasudil) [265,
388], des modulateurs de récepteurs B2 de la bradykinine (kallikréine) [389], la
uncouplingprotein 2 dans les cellules de muscles lisses vasculaires traitées à
l’angiotensine II et au glucose [372, 390] et l’adrénomédulline dans les cellules
endothéliales stimulées par l’angiotensine II [37$] ont tous été suggérés comme
inhibiteurs potentiels de la NAD(P)H oxydase.
La complexité de la signalisation de la NAD(P)H oxydase est augmentée par le produit
même de l’enzyme, l’anion superoxyde et les radicaux associés à sa dégradation. Ces
radicaux sont des molécules polyvalentes de signalisation capables d’activer des voies
cellulaires souvent situées en amont de l’activation de la NAD(P)H oxydase. L’anion
superoxyde et le peroxyde d’hydrogène activent les voies tyrosine kinase [215] et les
processus dépendants de ces réactions comme l’activation de la Src ou des différentes
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MAPK qui renforcent l’activité NAD(P)H oxydase. Une rétroaction positive a été
suggérée et supportée par deux études [231, 386].
4.2.2.6.3 La stimulation de la NAD(P)H oxydase par l’angiotensine II
L’activation de la NAD(P)H oxydase par l’angiotensine II a fait l’objet de plusieurs
études depuis sa découverte. La transactivation des récepteurs des facteurs de croissance
et l’activation de la protéine $rc ont été identifiées comme des composantes clés de
l’activation de la NAD(P)H oxydase par l’angiotensine ii à court (5-15 minutes) et à long
terme (6-24h) puisqu’un inhibiteur de la $rc, le PP2, a pu atténuer la génération de
l’anion superoxyde par l’angiotensine II [231, 391]. De plus, il a été rapporté qu’un
inhibiteur et un ARNm dominant négatif de rac, un inhibiteur de la P13 -kinase ou un
inhibiteur de la transiocation des récepteurs du facteur endothélial de croissance (EGFR)
empêchait l’activation à court terme de la NAD(P)H oxydase [231, 3911. De plus, la
protéine kinase C (PKC) a également été suggérée comme une étape importante dans
l’activation directe de la NAD(P)H oxydase par l’angiotensine II puisque la PKC peut
phosphoryler la sous-unité p47phox de la NAD(P)H oxydase et amorcer l’assemblage du
complexe enzymatique à la membrane cellulaire. Cette implication de la PKC a d’abord
été démontrée dans l’aorte thoracique en utilisant la caiphostine C, un inhibiteur de la
PKC, dans les vaisseaux isolés des rats 2K 1C (modèle Goldblatt) [392]. La
transactivation des facteurs de croissance et l’activation de la c-Src et de la PKC sont
considérées comme les voies principales responsables de la stimulation par la NAD(P)H





Figure 19 La stimulation de la NAD(P)H oxydase par l’angiotensine II.
Une autre étude a démontré l’importance de l’activation de la NAD(P)H oxydase par
l’angiotensine II en utilisant une souris déficiente pour le gène de la Glucose-6-phosphate
déshydrogénase. Cette enzyme régule la production du NAD(P)H sous forme réduite.
La réduction de ce substrat de la NAD(P)H oxydase n’affecte pas la pression artérielle
basale des animaux, mais prévient en partie l’augmentation de la pression par
l’angiotensine II [394]. Un autre exemple de rôle fonctionnel joué par la NAD(P)H
oxydase dans la signalisation de l’angiotensine II est la stimulation de l’activité
sympathique des nerfs rénaux par la stimulation de la NAD(P)H oxydase [395].
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Les mécanismes menant à l’activation de la NAD(P)H oxydase par l’angiotensine II
varient de façon importante dépendamment des temps de traitement. Des études ont
révélé des pics biphasiques de production d’anion superoxyde a différents temps et une
décroissance marquée de la production d’anion superoxyde initiale après 3 heures
montrant que l’activation de la $rc et de la PKC n’étaient pas suffisantes pour assurer une
production soutenue de l’anion superoxyde [231, 373]. En fait, les mécanismes
moléculaires de l’activation de la NAD(P)H oxydase semblent modifiés suite à une
exposition prolongée à l’angiotensine II et font appel à des voies de signalisation
différentes.
4.2.2.6.4 L’endothéline et la NAD(P)H oxydase
L’angiotensine II peut augmenter la synthèse de l’endothéline-l dans les tissus
cardiovasculaires par l’activation de la voie ERK-MAPK [$4, 396]. De plus, dans une
étude dans laquelle des rats ont été traités avec le bosentan, un antagoniste des deux sous-
types de récepteurs de l’endothéline, les effets hémodynamiques de l’angiotensine II ont
été prévenus [397]. Ces études suggèrent que les effets physiologiques de l’angiotensine
II, incluant la production de l’anion superoxyde, sont probablement causés par cette
production d’ endothéline.
Comme l’angiotensine II, l’endothéline-l est un stimulant puissant de la production
d’anion superoxyde [39$]. Cependant, la source de l’anion superoxyde reste indéfinie.
Une étude a montré que les mitochondries peuvent être impliquées pour cette production
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dans les cellules de muscles lisses vasculaires [399]. Des études récentes ont montré que
l’endothéline peut activer la NAD(P)H oxydase in vivo [400-402] et que les radicaux
libres générés par ce mécanisme pouvaient jouer des rôles importants dans un modèle
d’hypertension chez le rat induite par la désoxycorticostérone et un régime élevé en sel
(DOCA-sel) [371]. En effet, dans ce modèle de rat, on observe une augmentation des
niveaux d’endothéline-l dans les homogénats d’artère carotide et un antagoniste sélectif
des récepteurs ETA, le ABT-617, peut prévenir l’augmentation d’anion superoxyde dans
ce tissu. L’apocynine, un inhibiteur de la NAD(P)H oxydase, prévient aussi
l’augmentation de la production d’anion superoxyde ce qui suggère un rôle dominant de
la NAD(P)H oxydase dans la génération d’anion superoxyde dans ce modèle.
L’endothéline-l active aussi la NAD(P)H oxydase et la production d’anion superoxyde
dans les cellules endothéliales de veine ombilicale humaine [403]. Une autre étude a
montré l’implication d’une voie reliant les récepteurs à endothéline à l’activité et
l’expression de la NAD(P)H oxydase [404]. La source majeure d’anion superoxyde
produite par l’endothéline-l chez la souris est la NAD(P)H oxydase [405].
La NAD(P)H oxydase est donc une des sources principales d’anion superoxyde dans le
système cardiovasculaire et est stimulée par des voies de signalisation associées à la
maladies cardiovasculaire, particulièrement des voies impliquant des récepteurs couplés
aux protéines Gq.
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4.3 Les dommages moléculaires causés par le stress oxydant
Il est difficile de décrire l’ensemble des réactions impliquant des radicaux et des espèces
réactives dérivées de l’oxygène dans un organisme vivant. La réactivité de ces espèces
leur confère des possibilités considérables, cependant certaines de ces réactions sont bien
connues et souvent associées aux pathologies du système cardiovasculaire.
La réaction entre un radical et la molécule cible peut être spontanée, mais aussi peut être
favorisée ou même faire partie d’un système enzymatique existant. Par exemple, la
myéloperoxydase, une enzyme des neutrophiles, utilise l’anion superoxyde [406] ou le
peroxyde d’hydrogène [407] comme substrat pour oxyder des molécules. Il faut
cependant distinguer les réactions d’oxydation causées par des systèmes enzymatiques et
les réactions d’oxydation spontanées. Un système enzymatique tend à produire des
réactions uniformes et joue souvent un rôle précis dans le fonctionnement cellulaire. Les
réactions spontanées produisent une grande diversité de molécules souvent toxiques.
4.3.1 La peroxydation des lipides
L’oxydation des lipides est un phénomène depuis longtemps décrit et bien connu. Depuis
l’antiquité, la dégradation de l’huile ou rancidité, en particulier dans le cas de l’huile
d’olive, a toujours été un problème. Un chimiste Suisse, Nicholas-Théodore de $aussure,
a rapporté qu’une couche d’huile de noix est capable d’absorber 150 fois son poids en
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oxygène. Suite à ce changement, l’huile devenait visqueuse et dégageait une mauvaise
odeur [40$].
L’oxydation la plus commune des lipides in vivo est l’hydroperoxydation [409]. Les
hydroperoxydes sont des dérivés des acides gras libres, du cholestérol, des esters du
cholestérol, des phospholipides et glycolipides. Il est à noter que les chaînes d’acides
gras saturées sont beaucoup moins susceptibles à l’hydroperoxydation que les acides gras
insaturés. Règle générale, les insaturations diminuent la stabilité d’un lipide face à la
lumière, la chaleur et à l’oxygène. L’hydroperoxydation des lipides est aussi une
composante essentielle de la formation de molécules de signalisation par les
cyclooxygénases ou les lipoxygénases. Cependant, les hydroperoxydes formés
spontanément hors de ces processus enzymatiques sont susceptibles de former différents
produits de dégradations toxiques. Par exemple, des alkanes gazeux sont produits par la
scission du lien carbone adjacent au groupe hydroperoxyde [410] (figure 20).
CH3-CH2-CH=CHCH2-CH=CH-CH2CH=CH-(CH2)7-COOH
t Attaque parle radical hydroxyle et(j HO + 02 Peroxydation de la chaîne dacide gras
CH3-CH2\CHOOH-CH2-CH2-CH=CHCH2-CH=CH-(CH2)7COOH
/ / Scission de la chaîne
CH3-CHi CHOH-CH2-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-(CH2)7.COOH
C2H6 ou C2H4
Figure 20 Oxydation de l’acide Œ-linolénique et formation d’éthane ou d’éthylène
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Les radicaux aikyles produits comme intermédiaires de ces réactions de scission sont
aussi susceptible de former des aldéhydes sous l’action du radical hydroxyle
CH3-(CH)x-CHCH2 + OH —* CH3-(CH)x-CH-COH
Un aldéhyde particulièrement bien connu est le 4-hydroxy-2,3-trans-nonenal (4-FINE) qui
est formé à partir de l’acide arachidonique et linoléique et qui à faible concentration
active les guanylates cyclases et à concentration plus élevée bloque la synthèse d’ADN
[411]. Une série d’oxydation et de clivages peut aussi produire le malondialdéhyde
(MDA) HOC-CH2-COH souvent utilisé comme marqueur du stress oxydant.
Après peroxydation il peut aussi y avoir formation d’époxydes comme la formation




Malgré que certains de ces composés soient produits de façon endogène par des enzymes,
la plupart sont toxiques [412].
La formation spontanée relativement désordonnée des intermédiaires d’oxydation des
lipides est un stimulant pour les maladies inflammatoires. Dans les vaisseaux une des
agressions chimiques causées par le radical hydroxyle la mieux connue serait l’oxydation
du cholestérol et des acides gras qui favoriserait leur liaison aux parois vasculaires [413].
Il est intéressant de noter que les acides gras saturés sont chimiquement beaucoup plus
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stables que les acides gras insaturés et aussi beaucoup moins susceptibles d’êtres oxydés.
Selon cette conception, les acides gras insaturés seraient donc plus dangereux dans
l’environnement direct vasculaire que les acides gras saturés. Par ailleurs, 50% du
contenu lipidique des LDL sont des acides gras polyinsaturés, particulièrement de l’acide
linoléique [414]. Cette hypothèse n’a cependant jamais été démontrée, appuyée ou
explorée sérieusement dans un modèle vivant probablement puisque les graisses saturées
augmentent les LDL circulants et sont donc considérées comme étant plus nocives pour
le système circulatoire que les graisses insaturées.
4.3.2 L’oxydation des protéines
Les protéines sont susceptibles à l’oxydation sur plusieurs sites. Les protéines sont aussi
vulnérables principalement parce qu’elles sont présentes en grande concentration dans les
milieux biologiques comparativement aux autres espèces moléculaires. Une molécule de
LDL renferme 4535 acides aminés pour environ 3000 molécules de lipides. La
complexité des réactions et l’absence relative de marqueurs fiables de l’oxydation des
protéines font en sorte que ces réactions sont souvent négligées dans l’étude du stress
oxydant [415].
L’oxydation des protéines en présence d’oxygène, en excluant les réactions sur les
groupements spécifiques des différents acides aminés, se fait principalement par le
radical hydroxyle sur le carbone entre la fonction acide et amine ou sur le premier
carbone de la chaîne du groupement fonctionnel de l’acide aminé [416]. Les carbones
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Figure 21: Attaque du radical hydroxyle sur un acide aminé
Les groupes fonctionnels des acides aminés peuvent aussi subir des réactions avec des
radicaux libres capables de modifier leur nature. La phénylalanine par exemple peut être
modifiée en ortho ou meta-tyrosine [417]. Les groupements suifflydryls ($H) sur les
cystéines ont été décrits comme étant des sites privilégiés d’oxydation souvent ciblés de
façon relativement spécifique par l’anion superoxyde ou le peroxyde d’hydrogène [418].
La $-thiolation serait une sorte de tampon capable d’absorber un afflux de molécules
oxydantes, surtout le peroxyde d’hydrogène, puisque la réaction est réversible dans un




protéine -SH + HOOH —* protéine -$011 + 1120
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Cette réaction rapide et réversible nécessite un stress oxydant significatif avant de se
produire [4201 puisque moins de 1% des protéines sont oxydées à l’état physiologique
basal [421, 422]. Les protéines impliquées sont souvent celles qui sont le plus exprimées
l’actine [421], l’anhydrase carbonique [422] ou la glyceraldehyde-3-phosphate
déhydrogénase [420]. Ce système serait une sorte de tampon capable d’absorber un
excès de peroxyde d’hydrogène. La réversibilité du système et sa capacité d’oxyder le
glutathion et de produire d’autres intermédiaires oxydants compliquent considérablement
la mesure du peroxyde dans des tissus vivants bien que les implications physiologiques
de ce système n’aient jamais vraiment été évaluées. La $-thiolation a aussi été souligné
dans les monocytes humains [423]. Il a été démontré que les propriétés anti-oxydantes
d’une protéine des HDL appelée PON1 étaient directement reliées à la quantité de
groupes sulfhydryls libres sur la protéine. Les PON1 purifiées à partir de matériel
prélevé chez de jeunes patients avaient une proportion de groupes suifflydryls plus
importante que chez de vieux patients [45]. En plus de cet effet, la modification des
cystéines entraîne des impacts importants sur la signalisation cellulaires, en particulier
pour les voies tyrosines/cystéine kinases ou phosphatases [41 8].
Les rôles physiologiques des modifications radicalaires des protéines restent à démontrer.
Cependant, l’oxydation des protéines peut jouer un rôle de réorganisation enzymatique
chez certaines bactéries [424] ce qui laisse croire que cette hypothèse est peut-être valide.
Il reste cependant que la plupart des modifications des protéines sont reliées à
1’ inactivation et la dégradation de systèmes enzymatiques et sont des marqueurs de
pathologies ou du vieillissement des tissus chez l’homme.
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4.3.3 L’oxydation des glucides
Le glucose peut aussi former des intermédiaires par des réactions d’oxydation avec des
radicaux. Deux produits du glucose, le méthylglyoxal et l’arabinose peuvent modifier les
lysines ou établir des liens entre les protéines (cross-links) [425, 426]. Ces liens sucres-
protéines sont appelés des réactions de Maillard ou brunissement (browning) et sont
analogues aux réactions chimiques produites lors de la formation du caramel avec le lait
et le sucre ou du pain rôti avec l’amidon et les protéines du blé.
Le méthylglyoxal est un aldéhyde produit par l’oxydation du glucose, de l’allose, du
galactose ou du ribose considéré comme un produit avancé de glycation. Il peut être
aussi formé à partir de l’acétone produit à partir des lipides ou de l’aminoacétone produit




Figure 22: Structure du méthylglyoxal
Les concentrations plasmatiques de méthylglyoxal augmentent de 5-6 fois chez les
patients diabétiques de type 1 et de 2-3 fois chez les patient diabétiques de type 2 [42$].
Selon une étude récente, le méthylglyoxal stimule la production d’anion superoxyde par
l’activation de la NAD(P)H oxydase [429]. finalement, l’oxydation du désoxyribose est
le principal mécanisme par lequel l’ADN est endommagé par le stress oxydant.
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4.4 Les systèmes antioxydants
Un antioxydant est une molécule qui, à l’état de traces, est capable d’éliminer ou de
désactiver une grande quantité de radicaux et de prévenir leurs effets sur les biomolécules.
À hautes concentrations, presque toutes les molécules peuvent être considérées comme
antioxydantes puisque la propriété majeure des radicaux est justement de pouvoir réagir
avec un grand nombre de molécules sans discrimination. Pour qu’un antioxydant ait une
quelconque utilité pratique, il doit pouvoir exercer un effet dans un système vivant à des
concentrations qui sont physiologiquement possibles et tolérables. Par contre, après
réaction avec une espèce réactive, une molécule devient oxydée (ou réduite) et perd sa
capacité protectrice. Certaines molécules ont plusieurs sites d’oxydation ce qui leur
permet de désactiver plusieurs espèces réactives avant de perdre leur efficacité alors que
d’autres font partie de systèmes, souvent enzymatiques, capables de régénérer les espèces
antioxydantes. Il faut aussi faire la distinction entre les systèmes capables de neutraliser
les radicaux ou les espèces réactives non radicalaires. Un radical réagissant avec une
molécule non radicalaire va forcément produire un autre radical ce qui engendre souvent
une chaîne de réactions. Pour se débarrasser d’un radical il faut souvent la présence d’un
autre radical pour que les deux électrons libres forment un lien covalent; stratégie
employée par la superoxyde dismutase avec l’anion superoxyde. finalement, les sites
d’action des antioxydants doivent correspondre aux sites de production des radicaux
puisque ces derniers sont souvent trop réactifs pour diffuser très loin de leurs sites de
production.
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4.4.1 Le cycle des vitamines
La vitamine E est par sa structure hydrophobe, un antioxydant membranaire liposoluble
important. Une simulation a révélé que la vitamine E contribue pour 30% de la réduction
de la susceptibilité des LDL à l’oxydation [4301. La vitamine E, ou l’Œ-tocophérol, peut
céder un hydrogène pour réagir avec un lipide peroxydé radicalaire ou même directement
avec le radical hydroxyle [43 1-433]. Cette réaction forme cependant un radical UL
tocophéroxyle qui est d’une relative stabilité pour un radical.
Tocophérol + XO• —* Tocophérol’ (tocophéroxyle) + XOH
Plusieurs hypothèses sur l’inactivation du radical tocophéroxyle existent. Deux
tocophéroxyles peuvent réagir par dismutation pour former un produit non-radicalaire,
l’Œ-tocophérylquinone [434]. La vitamine C a aussi été suggérée comme réducteur pour
régénérer la vitamine E [435]. Le glutathion et le mécanisme de régénération du
glutathion ont aussi été décrits comme mécanismes possibles de la régénération de la
vitamine E [436]. D’autre substances, parfois exogènes, peuvent favoriser la
régénération des vitamines. L’acide a-lipoïque, par exemple, est une substance capable
de convertir l’acide déhydroascorbique en ascorbate (vitamine C) [437].
102
4.4.1.1 L’oxydation des vitamines
La vitamine C est un antioxydant capable de neutraliser des radicaux libres dans le
plasma humain et de prévenir la peroxidation des lipides tout en augmentant les défenses
antioxydantes de l’organisme [438-440]. Le mécanisme de neutralisation probable est
une réaction d’une espèce réactive avec un hydrogène de l’acide ascorbique pour former
de l’acide déhydroascorbique, une forme chimique stable et relativement inoffensive
(Figure 23). L’acide déhydroascorbique peut même être régénérée en acide ascorbique
par des protéines disulfides isomérases du réticulum endoplasmique. Un mécanisme
semblable a aussi été proposé pour la vitamine E (a-tocophérol) bien que l’exactitude de
cette théorie reste encore à démontrer.
Figure 23 : Oxydation de l’acide ascorbique
L’électron libre des radicaux demeure toutefois actif et peut aussi réagir avec les
vitamines les transformant elles-mêmes en radicaux (table 1) [330]. Ces radicaux ont un
potentiel réducteur faible, mais tout de même suffisant pour réagir de façon similaire avec
des molécules biologiques surtout à concentration élevée.
Acide ascorbique Acide déhydroascorbique
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Ascorbate + XO• —* Ascorbate• + XOH
Tocophérol + XO• —* Tocophérol• + XOH
Autre phénomène possible est l’autooxydation des vitamines souvent associée à une
surdose. À 105M et à pH 7,4 sous conditions aérobiques, l’acide ascorbique s’autooxyde
en acide déhydroascorbique au rythme de 1,16 umol/min!L [441]. Ces réactions ne
produisent pas de radicaux en tant que tels, mais en présence d’ions métalliques libres
comme le cuivre, la vitamine C peut produire des radicaux hydroxyles [442].
L’administration exogène de vitamine C ou E à fortes doses chez des patients, souvent
dans le cadre d’un traitement antioxydant, serait potentiellement une source additionnelle
d’espèces réactives et de radicaux.
4.4.2 La superoxyde dismutase
La toxicité de l’anion superoxyde contraint les organismes vivant en présence d’oxygène
à se protéger à l’aide de systèmes antioxydants. Un de ces systèmes parmi les mieux
connus est la superoxyde dismutase ($OD). La SOD est un système enzymatique très
efficace capable d’inactiver l’anion superoxyde au fur et à mesure de sa diffusion. Des
souris ayant des gènes inactivés de la SOD ont une espérance de vie fortement réduite. Il
existe plusieurs variantes des SOD, par exemple, la SOD mitochondriale utilise le
manganèse comme cofacteur alors que la SOD cytoplasmique utilise le cuivre et le zinc.
1.04
L’enzyme $OD dégrade sélectivement l’anion superoxyde selon la réaction:
Cu2-$OD + 02 —* Cu’-SOD +02
Cu’-SOD + 02 + 2H —* Cu2-SOD + H202
Cette réaction combine 2 radicaux qui s’annulent mutuellement pour produire du
peroxyde d’hydrogène. Cette réaction permet d’éliminer le radical et le peroxyde
d’hydrogène peut ensuite être pris en charge par les autres systèmes antioxydants de
l’organisme.
La quantité d’anions superoxydes actifs dans les milieux biologiques est souvent le
résultat entre l’équilibre des enzymes productrices de radicaux et des enzymes
antioxydantes. Par exemple, l’angiotensine II et l’isoprotérénol (un agoniste f3-
adrénergique), stimulent l’activité et l’expression de la NAD(P)H oxydase dans les
cardiomyocytes [443]. Par contre, l’angiotensine II inhibe l’activité de la SOD alors que
l’isoprotérénol stimule cette activité, mais inhibe l’activité de la catalase [444]. Bien que
les deux stimulations activent la voie NAD(P)H oxydase, la modulation différente des
enzymes antioxydantes mène à une accumulation de radicaux différents, l’anion
superoxyde pour l’angiotensine II [357] et le peroxyde d’hydrogène pour l’isoprotérénol
[445].
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4.4.3 La catalase et la glutathion peroxydase
Le peroxyde d’hydrogène est dégradé par la catalase et du glutathion peroxydase (GPx)
[446]. La GPx est localisée dans les mitochondries, le cytosol et les érythrocytes et réduit
le peroxyde d’hydrogène et les peroxydes des lipides avec le glutathion [447]. L’enzyme
est une glycoprotéine tétramérique qui utilise le sélénium comme cofacteur pour exercer
ses effets antioxydants. La GPx converti les peroxydes en alcool en cédant un atome
d’hydrogène et en formant un lien disulfure avec deux molécules de glutathion (GSH):
2GSH + F1202 GSSG + 2H20
2GSH + XOOH —* G$SG + H20 + XOH
La régénération du glutathion est possible avec une molécule de NADPH:
NADPH + GSSG + —* 2GSH + NADP
La N-acétylcystéine, un dérivé de la L-cystéine, est un précurseur du glutathion et est
souvent utilisée comme antioxydant par exemple lors de surdose de paracétamol (tylénol)
où il y a déplétion de glutathion [448].
La catalase est principalement localisée dans les peroxysomes et dégrade le peroxyde
d’hydrogène en eau. Cette enzyme est aussi un tétramère avec des noyaux hèmes
contenant des ions ferriques. Une unité de catalase peut dégrader 5 millions de molécules




La GPx semble mieux adaptée pour dégrader la production basale de peroxyde
d’hydrogène alors que la catalase, avec un Km plus élevé, est davantage impliquée dans
la dégradation de plus grandes quantités [446].
4.5 Le stress oxydant en clinique
Le lien entre le stress oxydant et la maladie cardiovasculaire chez l’humain est bien
appuyé par des études identifiant la présence de marqueurs d’oxydation et de radicaux en
quantité plus importante chez les patients malades. Par exemple, chez des patients
souffrant d’hypertension essentielle, le taux plasmatique de peroxyde d’hydrogène
augmente [449]. L’association entre le stress oxydant et la maladie cardiovasculaire est
reconnue, mais le principal problème est de développer un consensus sur le rôle joué par
le stress oxydant dans le développement et le maintient des maladies cardiovasculaires et
de trouver des arguments convaincants pour l’utilisation de thérapies visant de façon
spécifique les radicaux ou leurs systèmes de production. En thérapeutique, les
traitements avec les antioxydants n’ont pas donné les résultats escomptés et sont
marginalisés pour diverses raisons.
Une généralisation excessive des composés sous la rubrique ‘antioxydants’ est néfaste
pour identifier des composés utiles en clinique. En effet, chaque antioxydant cible
souvent une catégorie spécifique d’espèces réactives, possède un site d’action particulier,
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est efficace à des concentrations précises et forme des intéractions avec les biomolécules
de l’organisme. Par exemple, les vitamines aident à régénérer le glutathion et sont utiles
pour neutraliser les composés peroxydés, mais sont converties elles-mêmes en radicaux
sous l’effet des radicaux ou des ions métalliques. À haute concentration, les vitamines
s’autooxydent et perdent leur efficacité.
Ensuite, beaucoup de substances naturelles possèdent des propriétés antioxydantes, ce qui
rend leur commercialisation peu intéressante et leur étude peu rentable. La synthèse de
novo d’antioxydants est limitée par le manque de données et de connaissances sur les
formes chimiques efficaces et les contextes thérapeutiques favorables. Un autre
problème est que le traitement antioxydant est probablement déjà présent dans la thérapie
actuelle, bien que souvent à l’insu des médecins et patients. En effet, presque toutes les
grandes classes de médicaments antihypertenseurs ont des effets antioxydants. Les béta
bloqueurs préviendraient la peroxydation des lipides [450], les inhibiteurs de l’enzyme
de conversion, en particulier le captopril, peut empêcher la formation de l’anion
superoxyde en chélatant le cuivre [451] ou en bloquant l’activation de l’enzyme
NAD(P)H oxydase par l’angiotensine II, les antagonistes des récepteurs de
l’angiotensine II ont un effet similaire sur la NAD(P)H oxydase et augmentent la
neutralisation des radicaux dans les leucocytes [452], les antagonistes du calcium de type
dihydropyridine augmentent la concentration et l’activité de la superoxyde dismutase
[453], les statines ont des propriétés antioxydantes auxquelles sont attribués des effets
bénéfiques sur la prévention de l’athérosclérose indépendants de leurs effets sur la
balance lipidique sanguine [454] et l’aspirine est capable de diminuer la production de
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l’anion superoxyde dans des modèles de rats hypertendus [261, 262]. L’ajout d’une
thérapie antioxydante aux traitements existants a donc moins de chances de procurer des
bénéfices additionnels.
Les vitamines ont été suggérées comme traitement pour la prévention de maladies
cardiovasculaires, en particulier les vitamines C et E. Par exemple, la vitamine C a
amélioré chez des patients souffrant d’hypertension artérielle la vasodilatation brachiale
induite par l’acétylcholine mais n’a pas modifié la vasodilatation induite par le
nitroprussiate de sodium [455]. La vitamine C serait donc un chélateur de l’anion
superoxyde et protégerait la fonction endothéliale en augmentant la disponibilité du NO.
Une revue des études cliniques utilisant les vitamines A, C et E en 1995 montre que les
sous-groupes de patients qui prenaient des suppléments de vitamines présentaient moins
de risques cardiovasculaires que la moyenne. Toutefois, ces groupes de patients
adoptaient généralement des habitudes de vie plus saines ce qui pouvait induire un biais
dans les conclusions sur les effets bénéfiques de la supplémentation en vitamines. En
contraste, les études randomisées sur ce sujet, bien que la plupart ne s’intéressaient pas
directement à la maladie cardiovasculaire, n’ont pas montré d’effet préventif associé aux
vitamines C, E et au béta-carotène. Ces résultats négatifs ont été attribués aux doses
insuffisantes et au temps de traitement trop court, mais ont motivé l’élaboration d’études
cliniques à large échelle pour vérifier la pertinence d’utiliser les vitamines dans le
traitement des maladies cardiovasculaires [456].
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L’étude Cambridge Heart AntïOxidant Study (CHAOS) est une étude de prévention
secondaire de 520 jours sur 2000 patient de 55 ans et plus ayant subi une angioplastie ont
reçu soit de l’huile de soya en placebo ou de la vitamine E (266 et 533 mg). Les infarctus
non-fatals du myocarde ont été significativement diminués de 75% dans le groupe
vitamine E, mais la mortalité cardiovasculaire totale a été augmentée non-
significativement dans le groupe vitamine E dans les 200 premiers jours de l’étude ce qui
a alimenté d’intenses débats lors de la publication de ces résultats et une remise en
question de l’utilisation des vitamines [457].
Les grandes études qui ont suivi ont donné des résultats décevant pour les vitamines.
L’étude Heart Outcomes Prevention Evaluation (HOPE) a suivi environ 10 000 patients à
haut risque d’événement cardiovasculaire sur 4,5 ans. Dans cette étude, les sujets qui ont
reçu de la vitamine E ou C n’ont pas vu leurs risques diminuer comparativement aux
patients recevant des placebos. Il semble peu probable que les vitamines aient un effet
protecteur dans ce contexte [458]. L’étude Women Health $tudy dans laquelle 40 000
femmes de 45 ans et plus reçoivent des doses de beta-carotène (50 mg) et de vitamine E
(600 mg) est présentement en cours et donneront des détails additionnels sur l’utilité d’un
traitement avec la vitamine E [459].
L’usage de vitamines n’est probablement pas une stratégie clinique efficace pour contrer
l’augmentation de la production de radicaux observée chez les patients souffrant de
maladies cardiovasculaires. Les vitamines sont essentiellement des cofacteurs de la
réserve antioxydante physiologique, par exemple de la glutathion peroxydase; réserve
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antioxydante dont l’expression et l’activité est souvent déjà diminuée chez les patients
hypertendus. Les vitamines peuvent améliorer, mais ne peuvent remplacer les enzymes
de la réserve antioxydante. Aussi, les vitamines sont inefficaces à faibles concentrations
pour causer un effet antioxydant significatif, mais s’autooxydent à forte concentration ce
qui diminue leur potentiel antioxydant. Finalement, les produits de réaction des
vitamines avec les radicaux sont radicalaires et ont un potentiel réactif faible, mais
significatif à hautes concentrations.
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5. Les acides gras oméga-3 et 6 et la maladie cardiovasculaire
L’hypothèse du rôle protecteur des acides gras oméga-3 contre les maladies
cardiovasculaires a pour origine de simples observations épidémiologiques faites dans les
années 70 entre les populations Inuits et Danoises du Groenland et leurs alimentations
respectives. Les Inuits consomment de vastes quantités de matières grasses et d’oméga-3.
Le taux de maladies cardiovasculaires est très faible dans cette population
comparativement aux danois pour un mode de vie similaire [460]. Les premières
hypothèses sur les mécanismes protecteurs des acides gras oméga-3 ont mis
principalement en cause les taux de HDL et de LDL (highllow density lipoproteins) dans
la circulation sanguine. Une consommation élevée d’acides gras saturés favoriserait une
augmentation des LDL [461] par rapport à une alimentation riche en graisses mono ou
polyinsaturés.
Les oméga sont des acides gras insaturés dont la position de l’insaturation détermine la
nomenclature. Par exemple, des oméga 3 possèdent une insaturation sur le troisième
carbone à partir de la queue de la chaîne. Les oméga 6 possèdent une insaturation sur le
sixième carbone, les oméga 9 sur le neuvième et ainsi de suite. Les oméga 3 et 6 sont des
graisses dites essentielles car les espèces animales ne possèdent pas la machinerie
enzymatique pour insérer des doubles liens en dessous du 7iême carbone de la chaîne
terminale. On retrouve les oméga 3 et 6 dans la plupart des graisses d’origines végétales.
Certains animaux accumulent des oméga dans leurs tissus lorsque ces derniers sont
fortement présents dans leur alimentation. Par exemple, les poissons accumulent une
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forte quantité de EPA ou DHA, des oméga 3 présents dans les algues ou le krill qui
constitue la base de la chaîne alimentaire sous-marine. Certains producteurs de volaille
augmentent les taux d’omega-3 dans la chair ou les oeufs des poules en leur donnant un
régime à base de graines de lin riche en acide Œ-linolénique, un oméga-3. L’acide a
linoléique est converti par l’organisme en EPA ou DRA, qui sont les formes
majoritairement utilisées par l’organisme (figure 24). L’efficacité de cette conversion est
cependant souvent remise en question et seule une fraction de l’acide Œ-linoléique
consommé est transformé en EPA ou en DHA [462].
l8carborros .
3 doubles liens Acide a—Iinolenique (ALN)
Q
18 carbones
4 doubles liens Acide stearidonique
U
L ‘enzyme delta-6-désaturase transforme
l’ALN en acide stéaridonique.
Une enzyme élongase transforme l’acide
stéaridonique en acide eicosatétraénoïque.
L ‘enzyme delta-5-désaturase transforme
l’acide eicosatétraénoïque en EPA.
Une enzyme élongase transforme
l’EPA en acide docosapentaénok’ue.
L ‘enzyme delta-4-désaturase transforme
l’acide docosatétraénoïque en DHA.
20 carbones . . . -
4 doubles liens Acide eicosatetraenoique
U
20 carbones . . -
5 doubles liens Acide eicosapentaenoique (EPA)
U
22 carbones . -
5 doubles liens Acide docosapentaenoique
Q
22 carbones .
6 doubles liens Acide docosahexaenoique fDHA)
Figure 24 : Conversion de l’acide a-linoléique en EPA et en DHA
Suite aux études du groupe de Nielsen, d’autres chercheurs ont voulu tester les propriétés
des acides gras oméga-3 sur des groupes de patients. Les résultats de ces études sont
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assez partagés et ont créé une certaine controverse au sujet de l’utilisation des oméga-3
pour la prévention ou le traitement des maladies cardiovasculaires.
L’étude GI$SI-Prevenzione a étudié des patients qui ont survécu à un infarctus du
myocarde et ont été traités 3,5 ans avec des suppléments de vitamine E et d’oméga-3. Le
traitement avec des oméga-3 a diminué significativement le risque de mortalité,
d’infarctus et d’accident neuro-vasculaires de 14% alors que la vitamine E n’a eu aucun
effet [463].
L’étude Zutphen a montré que les hommes âgés consommant peu ou pas de poisson
présentaient un risque cardiovasculaire plus important. Cependant, la même étude a
montré qu’une supplémentation en acide Œ-linolénique (un oméga-3) ne protégeait pas les
patients de façon significative contre les maladies cardiovasculaires [464].
L’étude Lyon Diet Heart trial a comparé une diète Méditerranéenne riche en oméga-3
avec une diète dite ‘prudente’ conseillée par 1 ‘American Heart Association chez des
patients ayant subit un infarctus du myocarde [465]. La diète méditerranéenne a prévenu
la mortalité cardiovasculaire (14 vs 44 pour la mortalité ou les infarctus et 27 vs 90 pour
l’avènement des embolies, des accidents cérébro-vasculaires, de l’angine instable et de
l’insuffisance cardiaque) bien que la pression artérielle ou le profil lipidique des patients
n’ait pas été amélioré.
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L’étude DART (Diet and re-infarction) a aussi montré une amélioration dans le taux de
mortalité associé à des infarctus du myocarde chez des patients ayant déjà subi un
infarctus. Cette amélioration était indépendante de la dyslipidémie observée chez ces
patients et il a été suggéré que les oméga-3 auraient un effet anti-arythmique plutôt
qu’ anti-athérogénique [466).
Les femmes dans le Nurses Health Study qui consommaient davantage de poisson et
d’oméga-3 présentaient moins de maladies coronariennes répertoriées sur un suivi de 16
ans par questionnaires [467].
La US Physician Health Study a montrée que le taux basal d’oméga-3 dans le sang était
inversement relié au risque de mort subite, proposant ainsi une méthode économique pour
prévenir la mortalité chez les patients à risques [468].
D’autre part, il a été montré qu’un traitement avec des suppléments d’oméga-3 (Omacor)
chez des patient ayant subit un infarctus du myocarde n’a pas modifié les paramètres
inflammatoires (interleukines), la fonction endothéliale et les facteurs de coagulation,
alors que le taux de LDL était diminué chez les patients traités aux oméga-3 [469]. Aussi,
il a été observé que le diabète pouvait affecter négativement le taux d’oméga-3 présent au
niveau du myocarde [470]. Finalement, il a été rapporté que les oméga-3 à hautes doses
semblent avoir un léger effet hypotenseur chez les hypertendus [471, 472].
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5.1 Les bénéfices cardiovasculaires associés aux oméga-3
5.1.1 Les effets anti-arythmiques
Les oméga sont associés avec des effets anti-arythmiques. Ces effets ont été surtout
étudiés par McLennan à partir des années 80. Une diète d’huile de tournesol riche en
acide linoléique, un oméga-6, a réduit la durée des arythmies et la taille des infarctus dans
des coeurs isolés de rats Wistar comparativement à une diète de graisses animale [4731.
Les effets antiarrythmiques des oméga-3 ont été observés chez le chien [474] et des effets
préventif sur la tachycardie ont été observés chez l’humain [475, 476].
Des arythmies induites par l’isoprénaline chez le rat étaient moins prononcées pour des
animaux nourris avec une diète riche en oméga-3 ou en oméga-6 comparativement aux
rats avec une diète normale ou riche en graisses animales. De plus, l’indométhacine, un
inhibiteur des cyclooxygénases 1 et 2, a contribué à atténuer les arythmies dans les
groupes recevant les diètes normales ou riches en graisses animales mais n’a eu aucun
effet sur les groupes recevant les oméga. Le mécanisme d’action antiarythmique des
oméga serait donc relié à l’activité des cyclooxygénases et à la synthèse de certaines
prostanoïdes [477]. D’ailleurs, une expérience sur des cardiomyocytes néonataux en
culture a montré des propriétés arythmogéniques des prostacyclines PGD2, PGE2 et
PGF2 et du thromboxane A2 alors; propriétés qui sont beaucoup plus faibles pour les
analogues issus du métabolisme de l’EPA (PGD3, PGE3, PGF3 et TXA3) [478].
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Une différence entre les propriétés anti-arythmiques des oméga-3 et les oméga-6 a été
observée lors de la reperftision des coeurs de rats où seuls les oméga-3 ont présenté un
effet anti-arythmique. Les oméga-3 sont aussi les plus efficaces pour prévenir la
vulnérabilité aux arythmies induites par une diète riche en graisses animales [479]. Les
oméga-3 n’ont pas tous la même puissance. Par exemple, il semble que le DHA soit plus
efficace que l’EPA pour prévenir l’arythmie cardiaque chez le rat [480]. Par contre, il a
été montré chez le rat que l’EPA pouvait réduire les triglycérides dans le foie en
augmentant l’activité de l’acyl-CoA oxydase alors que le DHA n’avait pas d’effets
décelables sur le taux de triglycérides dans ce tissus [481]. Les effets des oméga-3 sur le
contrôle du rythme cardiaque seraient causés par une hyperpolarisation des membranes
des cardiomyocytes qui mettrait en cause un effet sur les courants calciques et sodiques
dans les cardiomyocytes [482].
5.1.2 Les oméga-3 et l’athérosclérose
Les oméga-3 diminuent l’agrégation plaquettaire possiblement à cause de leurs effets sur
la synthèses de certaines prostanoïdes, bien que cet effet ne semble pas avoir d’impact sur
l’homéostasie sanguine [483, 484]. Un effet anti-athérogêne des oméga-3 a été rapporté
chez des patients qui recevaient déjà un traitement à l’aspirine. Une diminution des
occlusions des vaisseaux greffés suite à des pontages a été observée chez les patients
recevant un supplément d’huile de poisson [485]. Ces effets ont été expliqués par une
modification de l’activité des cyclooxygénases et des lipoxygénases et de la production
d’eicosanoïdes différents lorsque les oméga-3 sont utilisés comme substrat [255-258].
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Une diète riche en oméga-3 réduit aussi la synthèse d’interleukines par les cellules
immunitaires [486-48$] et la production des certains facteurs de croissances impliqués
dans le développement de l’athérosclérose [489]. Une diminution de l’expression des
facteurs d’adhésion cellulaire (1-CAM, V-CAM) a aussi été observée ainsi qu’une
diminution de certains marqueurs inflammatoires tels que Nf-icB [490, 491].
Les oméga-3 réduisent aussi le niveau des triglycérides sanguins [492]. L’huile de
poisson (Dl-TA et EPA) est d’ailleurs la plus efficace pour réduire les triglycérides [493].
Cet effet est bien établi et un apport de 4 g/jour d’oméga-3 réduit le niveau de
triglycérides de 25-30% [494]. Des suppléments d’oméga-3 pour diminuer le taux de
triglycérides sont souvent utilisés en combinaison avec des statines. Finalement, un autre
mécanisme de protection a été proposé par lequel les oméga-3 dans la diète ont tendance
à s’accumuler dans les plaques athérosclérotiques et à augmenter la stabilité de ces
plaques [495].
5.2 Les effets des oméga-6
Bien que les acides gras insaturés favorisent une bonne santé cardiovasculaire, il existe
tout de même certains impacts négatifs de ces acides sur d’autres systèmes biologiques,
particulièrement pour les acides gras de type oméga-6. Il existe une certaine confusion
en général dans le choix d’acides gras pertinents à donner en suppléments. Si la
consommation d’oméga-3 dans la plupart des pays occidentaux est plutôt faible, la
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consommation d’oméga-6 est par contre relativement élevée. La forte concentration
d’oméga-6 dans les huiles végétales couramment utilisées en cuisine est probablement
responsable de ce phénomène (table 2). Les habitudes alimentaires des Canadiens
montrent qu’une forte proportion de l’apport calorique (35%) provient de lipides et que
ces derniers négligent les fruits et légumes frais [496]. Les lipides proviennent surtout de
viandes (à l’exception du poisson) et d’aliments de chaînes de restauration rapide qui ont
tendance à surutiliser des huiles riches en graisses saturées et en oméga-6. L’instabilité
chimique des oméga-3 les prédisposent à la dégradation et à l’oxydation sous l’effet de la
chaleur et rend en général ces huiles peu pratiques pour la cuisson à cause des odeurs
désagréables qu’elles dégagent (rancissement) ce qui explique la prédilection des
restaurants à utiliser plutôt des acides gras oméga-6. Il n’existe pas d’étude à large
échelle ou de preuve définitive qui montre un effet nocif des oméga-6 sur la santé
cardiovasculaire, mais il existe cependant plusieurs résultats expérimentaux permettant de
postuler une telle hypothèse.
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Type de gras AGS (g) AGM (g) AGP (g) -6 2-3
(g) (g)
Beurre 53 20 2 1.0 0.4 2,5:1
Huile de camclinc 10 31 58 15 39 0,4:t
huile de canola 7 59 30 20 9 2:1
Beurre de cacao 60 33 3 2.8 0.1 28:1
Huile de coco 87 6 2 2 * -
Huile de maïs 13 27 54 53 1 53:1
Huile de coton 26 18 52 51.5 0.2 258:1
Huile de lin 9 20 66 13 53 0,2:1
Huile de pépins de raisins 10 16 70 69.6 0.1 696:1
Lard 39 45 11 10 1 10:1
Huile d’olive 14 68 11 10.4 0.5 21:1
Huile de palme 53 37 9 9.1 0.2 46:1
huile d’arachide 17 46 32 32 * -
Huiledesoya 14 23 58 51 7 7:]
huile de sésame 14 40 42 41.3 0.3 138:1
huile de tournesol 11 22 63 62.3 0.4 156:1
huile dc navet 6 60 33 22 11 2:1
huile de noix 9 23 63 53 10 5:1
Les compositions peuvent varier selon les sources.
Abbréviations et symbols utilisés:
AGS — Acide gras saturé t1-6 — Acide linoléique (omega-6) *
- Données
AGM
— Acide gras monoinsaturé
— Acide alpha-linotéiquc (omega-3) manquantes
AGP
— Acide gras polyinsaturé H-6/Ç-3
- Ratio des omega-6 sur les omega-3
Table 2: Composition en acides gras d’huiles domestiques couramment utilisées.
Données tirées de http://www.dlc.fi/—.marianna!gourmet/fatacid.htm et basées sur les
résultats fournies par la USDA National Nutrient Database [497].
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Les oméga-6 sont métabolisés en différents produits par rapport aux oméga-3 [498]
(figure 25). La plupart des oméga-6 peuvent être convertis en acide arachidonique. Il a
été démontré que l’acide arachidonique dérivé de l’acide linoléique constituait une source
plus importante que l’acide arachidonique originant de l’alimentation [246]. Les oméga-
6 favorisent aussi davantage la synthèse de produits pro inflammatoires [499] alors que
les oméga-3 favorisent la formation de produits moins actifs ou antagonistes des effets
des oméga-6.
18 carbones Acide linoléique (LA)
2 doubles liens
L ‘enzyme delta-6-désaturase transformeQ l’LA en acide gamma linoléique.
18 carbones Acide gamma linoléique
3 doubles liens
Une enzyme élongase transforme l’acide
____________________________
gamma-linoléique en acide
20 cart,ones Acide dihomogamma linoléique dihomogamma linoléique.
3 doubles liens
U L’enzyme delta-5-désaturase transformel’acide dihomogamma linoléique en AA.
20 carbones Acide arachidonique (AA)
4 doubles liens
Figure 25 La conversion des oméga-6 (acide linoléique) en acide arachidonique.
5.3 Le ratio oméga-6/oméga-3
Il a été proposé que l’utilisation des acides gras polyinsaturés par les voies du
métabolisme de l’acide arachidonique soit un facteur déterminant dans la production de
plusieurs facteurs inflammatoires et athérogènes. La quantité absolue d’oméga-3 ou
d’oméga-6 serait secondaire et c’est surtout le rapport au ratio oméga-6/oméga-3 qui
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serait déterminant dans la prépondérance de la voie utilisée. Ainsi, il a été suggéré que la
haute proportion d’acide linoléique dans l’huile de canola atténuait les effet protecteurs
des oméga-3 contenus dans cette huile sur l’arythmie [500].
L’hypothèse qui se dégage de la plupart des études sur le sujet est que les oméga-3
agiraient comme des inhibiteurs compétitifs à l’acide arachidonique sur la synthèse de
prostanoïdes et de leucotriènes et contribueraient ainsi à diminuer l’efficacité des voies de
l’acide arachidonique [501]. Il a été prouvé que les oméga-3 diminuent l’agrégation
plaquettaire en entravant l’activité des cyclooxygénases ou les lipoxygénases [502] par la
diminution de la synthèse des prostaglandines de série 2 ou leucotriènes de série 4 ou par
la synthèse des prostaglandines de série 3 ou leucotriènes de série 5 (figure 26) [503].
Ces produits alternatifs sont souvent inactifs ou on des effets opposés aux produits des
oméga-6. Lors de l’oxygénation des substrats de la cyclooxygénase, l’EPA adopte une
conformation particulière ‘étirée’ qui ralentit la réaction [504]. À ce titre, l’EPA et le
DRA sont des inhibiteurs compétitifs des cyclooxygénases [505].
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Oméga-6 OméQa-3
Acide linoléique Acide o-Iinolénique
o
________
Acide arachidonique Acide eicosapentaénoïque
Cyclooxygénases
Upoxygénases
Eicosanoïdes dérivés des oméga-6 Eicosanoïdes dérivés des oméga-3
Prostanoïdes de série 2 Leukottièç,es de éne 4 Prostanoides de série 3 Leukotnes de série 5
TXA2, PGE2, PSI2 LTB4, LTC4, LTE4 TXA3, PGE5, PGI LTB5 LTC5, LTE
Pro-inflammatoires Anti-inflammatoires
Figure 26 : Différences entre les produits des cyclooxygénases et des lipoxygénases
selon le type d’acide gras utilisé.
Dans des cellules endothéliales humaines, les oméga-3 ne diminuent pas la synthèse de la
prostacycline de type 2 (PGI2) mais augmentent la synthèse de la prostacycline de type 3
(PGI3) qui possède sensiblement les même propriétés vasorelaxantes [506]. L’ingestion
d’huile de foie de morue ou de maquereau a augmenté la synthèse de thromboxane-3
(TxA3) et de PGI3 chez l’homme [507]. Un autre système inhibiteur des prostanoïdes par
les oméga-3 a été démontré dans les plaquettes puisque l’EPA et le DHA et non l’acide
linoléique (un oméga-6) empêchaient la liaison du tbromboxane A2 ou de la
prostaglandine H2 sur leurs récepteurs sans affecter la coagulation par la thrombine [50$]
suggérant un autre site d’action des oméga-3. Ces résultats ont été confirmés par un autre
groupe [509]. Finalement, les propriétés anti-athérogènes d’un régime à faible ratio n-
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6m-3 ont été démontrées dans un modèle de souris génétiquement déficientes en
récepteurs à LDL lorsque comparé à un régime à ratio n-6m-3 élevé après 16 semaines de
traitement [510].
5.4 Le stress oxydant et les oméga-3 et 6
Puisque les oméga servent de substrats à des voies enzymatiques qui sont associées à la
production de radicaux (lipoxygénase, cyclooxygénase, cytochrome p450
monooxygénase), le lien entre la consommation d’acides gras et la production de
radicaux et leurs effets délétères a été proposé dans certaines études. L’hypothèse
naturelle étant que les oméga-6 augmentent cette production et que les oméga-3 la
diminuent.
La production d’anion superoxyde dans des neutrophiles polynucléaires a été atténuée par
des traitements à l’EPA et au DHA et cet effet est dépendant de la synthèse des
prostanoïdes par les cyclooxygénases [511]. Une autre étude a montré qu’un supplément
d’huile de poisson pouvait diminuer la production de marqueurs de stress oxydant
(TBARS) ainsi que de l’activité de la xanthine oxydase en augmentant l’activité de la
SOD dans le corpus striatum de rats [512]. Des études in vitro ont montré que l’acide
linoléique augmentait la production de radicaux en bonne part par une activation des
lipoxygénases [513]. En effet, l’administration d’inhibiteurs des lipoxygénases a pu
prévenir l’oxydation des LDL dans des cultures de cellules endothéliales et de
macrophages [514, 515].
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Il existe peu de données expérimentales accordant des propriétés antioxydantes aux
oméga-3. Certaines études suggèrent même des propriétés pro-oxydantes de ces
molécules. En fait, une étude dans laquelle des macrophages de cochon d’Inde ont été
exposés à des acides gras insaturés (alpha-linolénique (n-3), linoléique (n-6), and oléique
(n-9)) et un acide gras saturé (stéarique) a montré que les acides gras insaturés
provoquaient une production d’anion superoxyde dose dépendante alors que l’acide
stéarique n’a pas produit de réponse notable [516]. Les oméga-3 n’ont pas eu d’effets sur
la peroxydation des lipides lorsque administrés à des rats à doses faibles (250mg/kg/jour).
À doses plus élevées, les oméga-3 ont même augmenté la peroxydation des lipides et
diminué la quantité de vitamine E [517]. Des volontaires humain sains ayant reçu des
suppléments d’huile de poisson, ont démontré une susceptibilité accrue des LDL
plasmatiques à l’oxydation [51$]. Par contre, les oméga-3 protègent les lipides de la
peroxydation lorsque administrés à des patients diabétiques non insulinodépendant [519].
Une autre étude récente a montré la tendance des DHA à oxyder les lipides dans des
cultures cellulaires [520]. La peroxydation des lipides a même été proposée pour
expliquer l’effet cytotoxique des oméga-3 pour les cellules cancéreuses [521] ou pour
expliquer l’induction de l’apoptose dans des cellules endothéliales humaines en
prolifération [522] ou dans des cellules gliales en culture [523].
Ces observations indiquent donc que les oméga-3 ne seraient pas vraiment un agent
thérapeutique, mais davantage un constituant essentiel d’une diète saine et équilibrée
pour l’humain. Le problème majeur est dans la balance entre les oméga-6 et les oméga-3
et aussi le fait que une grande partie de la population humaine est en carence
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nutritionnelle chronique d’oméga-3. Une question importante sur ce sujet serait si cette
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Sommaire des objectifs
L’objectif de ce projet consistait à identifier les sources et les mécanismes de la
production de l’anion superoxyde dans le réseau vasculaire dans le contexte du
développement de l’hypertension chez le rat. Nos études étaient basées sur le modèle du
rat hypertendu par une stimulation à l’angiotensine II. Ce modèle reproduit les effets
d’une suractivation du système rénine-angiotensine II lié au développement de
l’hypertension essentielle.
L’angiotensine II est associée à une production vasculaire accrue d’anion superoxyde par
l’enzyme NAD(P)H oxydase. De plus, des études antérieures dans le laboratoire ont
montré que les voies tyrosines kinases étaient impliquées dans cette production. Par
contre, la nature exacte de ces voies tyrosines kinases était inconnue. Nous nous sommes
donc intéressés à la voie ERK-MAPK, souvent activée dans des processus pathologiques
mitogéniques et hypertrophiques liés à l’hypertension. Nous voulions savoir si cette voie
était impliquée dans l’activation de la NAD(P)H oxydase par l’angiotensine II et si un
inhibiteur de la voie ERK-MAPK ou un antioxydant pouvaient prévenir le
développement de l’hypertension chez des rats traités à l’angiotensine II.
Nous avons effectivement démontré que la NAD(P)H oxydase et la voie ERK-MAPK
étaient impliquées dans les effets prooxydants et presseurs de l’angiotensine II et suite à
ces résultats, nous nous sommes intéressé à l’interrelation entre l’angiotensine II et
l’endothéline-l dans ce contexte. En effet, des études précédentes ont montré que
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l’angiotensine II pouvait stimuler la synthèse de l’endothéline-l dans les tissus
vasculaires et que cette synthèse dépendait de l’activation de la voie ERK-MAPK.
L’endothéline est aussi bien connue pour ses effets pro-oxydants. Nous avons donc
proposé l’hypothèse que les effets oxydants de l’angiotensine II seraient causés par la
synthèse d’endothéline-l. Nous voulions donc tester la capacité d’un antagoniste des
récepteurs à l’endothéline à prévenir l’hypertension et la production d’anion superoxyde
induites par un traitement à l’angiotensine II chez le rat. Nous voulions également
caractériser cette intéraction angiotensine-endothéline sur la réponse oxydante dans des
cellules vasculaires de muscles lisses en culture.
finalement, au cours de ces études, notre laboratoire a publié plusieurs travaux montrant
que l’angiotensine II pouvait augmenter l’expression de la cyclooxygénase-2 dans l’aorte
de rat et que la production d’anion superoxyde par l’angiotensine II pouvait être prévenue
en majeure partie en bloquant cette surexpression. Les substrats des cyclooxygénases, les
acides gras oméga-3 et oméga-6, sont connus pour leur capacité à modifier l’activité
cyclooxygénase; les oméga-3 étant métabolisés beaucoup plus lentement que les oméga-6.
L’omniprésence de ces acides gras dans l’alimentation et surtout la quantité élevée
d’oméga-6 dans le régime alimentaire Nord-Américain nous ont amené à considérer
l’hypothèse que ce type de régime pouvait amplifier la production d’anion superoxyde
par les voies reliées à l’angiotensine II et ainsi constituer une source potentielle de
radicaux dans les vaisseaux pouvant contribuer au développement de la maladie
vasculaire et de l’hypertension. Nos résultats initiaux ont montrés que les oméga-6
contribuaient à la production de l’anion superoxyde dans les cellules vasculaires, mais
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selon des voies enzymatiques indépendantes de la cyclooxygénase et de la NAD(P)H
oxydase. Nous avons donc examiné l’implication des lipoxygénases et des cytochrornes
p450 monooxygénases qui sont aussi des enzymes utilisant les acides gras comme
substrat.
Dans ce programme, nous avons donc utilisé plusieurs approches capables de générer de
l’anion superoxyde in vivo et in vitro dans des cellules de muscles lisses en culture et
dans l’aorte de rat ce qui nous a permis d’observer les effets du stress oxydant sur le
développement de l’hypertension. Simultanément, plusieurs moyens de prévenir la
génération d’anion superoxyde et l’augmentation de la pression artérielle dans ces
modèles par des traitements avec des antioxydants, des inhibiteurs de voies de
signalisation cellulaires et par des variations du régime alimentaire ont été étudiés. Ces
explorations ont permis d’identifier et d’élaborer plusieurs stratégies antioxydantes pour
le traitement et la prévention de l’hypertension.
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Sommaire des méthodologies
Modèles et traitements pharmacologiques in vivo
Nous avons utilisé différents modèles développés chez le rat Sprague-Dawley
ainsi que plusieurs traitements mis au point dans le laboratoire. Le premier modèle était
le rat traité chroniquement à l’angiotensine ii à l’aide une pompe osmotique diffusant de
l’angiotensine II sous la peau de l’animal pendant 12 jours. Ces rats ont été traités avec
un bloqueur des récepteurs AT1, le losartan, dans l’eau de breuvage, avec un inhibiteur
des tyrosine kinases, la génistéine, par diffusion par pompes osmotiques, avec un
inhibiteur de la voie ERK-MAPK, le PD9$059, par injections intra péritonéales, avec un
antioxydant, l’acide Œ-lipoïque et un antagoniste des récepteurs à l’endothéline, le
LU302872, mélangés dans la nourriture.
Les autres modèles de rats recevaient quatre diètes contenant des proportions variables
d’acides gras oméga-3 et oméga-6 pendant 6 semaines. Les quatre groupes étaient
nourris avec un régime à base de maïs contenant une quantité négligeable d’oméga-3.
Les groupes étaient ensuite gavés quotidiennement avec des mélanges d’huiles. Un
groupe recevait un mélange d’huile de canola et de noix de coco, le deuxième groupe
recevait un mélange d’acide arachidonique et d’huile de noix de coco, le troisième
recevait un mélange d’acide docohexaénoïque et d’huile de canola et le quatrième
recevait un mélange d’acide arachidonique et d’acide docohexaénoïque.
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Paramètres hémodynamiques, études in vivo
La pression artérielle des animaux a été suivie tout au long des traitements par
pléthysmographie sur la queue. La pression artérielle et le rythme cardiaque des animaux
recevant des diètes variables en acides gras ont été mesurés à la fin du traitement
directement par canulation fémorale. Les catécholamines circulantes ont été mesurées
par chromatographie liquide à haute performance (HPLC).
Études ex vivo, paramètres biochimiques
La production d’anion superoxyde dans l’aorte des rats a été mesurée par une méthode
utilisant la lucigénine (voir annexe 1). Des morceaux d’aortes ont été immergés dans une
solution de lucigénine dans des tubes de verre et la luminescence émise a été mesurée par
un compteur à luminescence.
L’activité de la voie ERK-MAPK et l’expression des protéines Noxi et Nox4 dans l’aorte
ont été mesurées par Western blot en homogénéisant les tissus dans un tampon de lyse
avec détergent et en centrifugeant les débris cellulaires. Les préparations protéiques ont
ensuite été chargées sur gel de polyacrylamide et transférées sur membranes de
nitrocellulose. Des anticorps liant les protéines ERK phophorylées et non-phophorylées
et les protéines Noxi et Nox4 ont ensuite été utilisés. La détection des protéines a été
effectuée à l’aide d’anticorps secondaires luminescents et d’un film.
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Études in vitro dans les cultures cellulaires
Des cellules de muscles lisses vasculaires ont été isolées à partir d’aorte de rats Sprague
Dawley par digestion à la collagénase et à l’élastase et mises en culture dans un
incubateur. Les cellules ont été traitées entre les passages 6 et 14 par de l’angiotensine II,
de l’endothéline-l, des inhibiteurs de la voie ERK-MAPK (PD9$059 et U0126), des
inhibiteurs de la voie tyrosine kinase (génistéine et tyrphostine A25), des antagonistes de
récepteurs à l’endothéline (LU302872, BQ-123 et BQ-3020), un inhibiteur de la synthèse
de protéines (actinomycine D), un inibiteur de la NAD(P)H oxydase (apocynine), des
acides gras oméga-3 (EPA, DHA) et des acides gras oméga-6 (acide arachidonique).
La production d’anion superoxyde a été mesurée dans les cellules par une méthode
adaptée utilisant la lucigénine. Une autre méthode de détection de l’anion superoxyde
avec la dihydroéthidine sur des cellules montées sur lamelles et observée par microscopie
à fluorescence a aussi été utilisée.
La production d’endothéline-l par les cellules de muscles lisses en culture a été évaluée
par immunofluorescence sur plaques de 96 puits après différents temps de traitement avec
l’angiotensine II. Enfin, l’expression des protéines Noxi et Nox4 dans les cellules de
muscles lisses a été déterminée par Western blot.
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CHAPITRE III - ARTICLE SCIENTIFIQUE
NAD(P)H OXIDASE ACTIVATION BY ANGIOTENSIN II IS DEPENDENT ON
P42/44 ERK-MAPK PATHWAY ACTIVATION IN RATS VASCULAR SMOOTR
MUSCLE CELLS.
J 1-lypertens. 2003 May;2 1 (5):927-36.
134
Marc-André Laptante, Rong Wu, Adil FI Midaoui, Jacques de Champlain
NAD(P)H oxidase activation by angiotensin II is dependent on p42144 ERK-MAPK
pathway activation in rat’s vascular smooth muscle ceils.
J Hypertens. 2003 May;21(5):927-36.
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ont été effectuées par Marc-André Laplante avec l’assistance de Rong Wu, qui a mis au
point le dosage de l’anion superoxyde, et d’Adil El Midaoui, qui a contribué aux
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Abstract
Objective: To determine whether the activation ofnicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NAD(P)H) oxidase and the increase of superoxide anion production by
angiotensin II is dependent upon the activation of the ERK-MAPK pathway.
Methods : Hypertension was induced in Sprague—Dawley rats by infusing angiotensin II
(200 ng/k.g per mm) through osmotic pumps for 12 days. The effects of trcatments
including an angiotensin II type 1 (ATI) blocker losartan (20 rng/kg per day), a tyrosine
kinase inhibitor genistein (1 .6 tg/k.g per mm), a specffic ERK-MAPK inhibitor, PI)98059
(2 rng/kg per day) and an antioxidant aipha-lipoic acid (500 rng/kg of chow) were
evaluatcd during angiotensin infusion. The aortic superoxide anion production, the ERK
MAPK pathway activity and the systolic blood pressure (SBP), were rneasured foflowing
those treatments.
Resuits : Increases in the concentration ofthe superoxyde anion (1622 to 3719 cpm). in
NAD(P)H activity (107%) and inthe ERK-MAPK activity (3.6-fold) in the aorta as welt
as a risc in the arterial pressure (136 to 184 mrnHg) were observed 12 days after initiating
the treatments (P <0.05). When the angiotensin-treated rats were treated either with
losartan, genistein, PD9$059 or aipha-lipoic acid, increases in superoxide anion
production, in NAD(P)H oxidase activity. in ERK-MAPK activity and in bÏood pressure
were attenuated. A correlation between the superoxide anion production and the ERK
MAPK activity vas also observed.
Conclusions : The present study suggests that the NAD(P)H-dependent increase of the
superoxide anion production in the vascular tissue following a treatment with angiotensin




The relationship between oxidative stress and high blood pressure (BP) has becn
suggested in several experimental models of hypertension in the rat. Previous studies
have shown that the developrnent of hypertension in spontaneously hypertensive rats
(SHR) is associated with a nicotinarnide adenine dinucleotide phosphate (NAD(P)H)
oxidase mediated enhanced production of superoxide anion (02) in vascular tissues [1.2 I.
Other studies have dernonstrated the important stirnulatory effect of angiotensin II (ang II)
on the vascular superoxide anion production through the activation ofNAD(P)H oxidase
in smooth muscle cells [3—5]. Moreover, it vas shown that ang II can upregulate the
synthesis of NAD(P)H suburilts [6].
it was dernonstrated in our laboratory that induced superoxide anions production is dose
dependently accornpanied by an increase ofthe activity oftyrosine kinase dependent
pathways and enhanced the inositol phosphate formation (1P3) [71 suggesting the
possibility ofa modulation oftyrosine kinase pathway by superoxyde anion. Genistein
and tyrphostin. two inhibitors oftyrosine kinase, werc also shown to prevent the
enhanced 1P3 production induced by superoxide anion [7,8] and to improve the relaxation
ofNood vessels treated with plienylephrine and nitro-glycerine [9].
Thc ERK-MAPK (external regulated kinase
— mitogen activated protein kinase) pathway
is a tyrosine kinasedependent pathway normally stimulated by growth factor receptors
that are involved in ccli growlh, proliferation and differentiation. This pathway can also
be activated by ang II through a c-src dependent rnechanism [10] and was suggested to
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play a role in vascular contraction [11] since the acute treatrnent with a specific ERK
MAPK inhibitor (the MEK inhibitor PD98059) following a treatrnent with ang II was
shown to reduce blood pressure in vivo [12] as weÏl as to prevent the contractile effects of
ang il in isolated resistance arteries in vitro [13]. Moreovcr, it was suggested that ERK
activation by ang II is dependent on reactive oxygen species (ROS) production [14,15]
although another study did not support this hypothesis [16]. Therefore, the rclationship
between ang II-mediated generation ofROS and ERK activation rernains unclear and the
role of ERK-MAPK pathway on the activation of NAD(P)H oxidase and on the
production ofROS has flot yet been addressed.
Aipha-lipoic acid (6.8-thioctic acid), is a thiol antioxidant compound which was
demonstrated to have antihypertensive properties in some experimental models such as
deoxycorticosterone acetate-salt-induced hypertension (DOCA-satt) [17], SHR [1$].
diabetic rats [19] and in insulin-resistant hypertensive rats [20]. Aipha-lipoic acid is a
potent antioxidant as demonstrated by its ability to scavenge hydroxyl radicals,
hypochiorous acid, peroxinitrite, and superoxide anions [21]. This drug was also found to
increase the activity of the antioxidant reserve such as the thioredoxin [22]. the
glutathione peroxydase [23] and the superoxide dismutase [24] systems.
in the present study, the chronic treatrnent with ang II tvas used to induce hypertension as
well as a NAD(P)H-dependent increase of the superoxide anion production in the aortic
tissue of Sprague—Dawlcy rats. Moreover, the effects of a treatment for 2 wceks with an
angiotensin II type 1 (AT1) receptor blocker, losartan, or a tyrosine kinase inhibitor,
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genistein. a MEK inhibitor. PD9$059, or an antioxidant, aipha-lipoic acid. were evaluated
on the superoxide production. the NAD(P)1-I oxidase activity and on the ERK-MAPK
pathway activity. The effects of MEK inhibitors on superoxide anion production were
aiso tested in cultured smooth muscle celis following a treatrnent of ang II. This study
was designed to determine whether the activation ofNAD(P)H oxidase and the increase
of superoxide anion production by ang 11 is dependent upon the ERK-MAPK pathway
and whether the inhibition of superoxide production or ERK-MAPK pathway may
prevent the development of hypertension in ang T[-treated rats.
Material ami methods
Animal preparation and treatments
Male Sprague—Dawley rats wcighing around 250 g were used (Charles River Canada, St
Constant, Quebec, Canada). One group (n=15) was treated for 12 days with ang II (Sigma
Chernical Co., St. Louis, Missouri. USA) with Aizet 2002 osmotic pumps (200 ng/kg per
mm) (Aiza Corporation, Palo Alto, California, USA) as described in a previous study
[25j. Pumps wcre inserted subcutaneously after anaesthesia with sodium pentobarbital
(52 rng/kg) given through intraperitoneal injections. Four other groups ofangiotensin
infused rats were sirnultaneously treated with either an AT1 receptor blocker. losartan
(n6) or a tyrosine kinase inhihitor, genistein (n$) or a specific MEK inhibitor,
PI)9$059 (n8) or an antioxidant, a]pha-lipoic acid (Calbiochem, La Jofla, California,
USA) (n=8). Losartan (20 mg/kg per day) (Merck Co Research Laboratories, Rahway,
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New Jersey, USA) vas adrninistered with drinking water. Genistein (1.6jig/kg per mm)
(Sigma Chernical Co.) was infused through osmotic pumps. PD9$059 (Tocris Cookson
Ltd., Ellisville, Missouri. USA) was suspended in a 20% DM50 (0.9%NaC1) solution
and administercd by daily intraperitoneal injections (2 rng/kg per day). Aipha-lipoic acid
was given with the rat’s chow (500 rng/kg of chow, prepared by Ren’s Feed and Supplies,
LTD. Oakville, Ontario, Canada), 2 weeks before the ang il treatment and lasted until flic
rats were sacrificed. The doses ofPD9$059 and aipha-lipoic ac.id were deterrnined
according to previous publications [12,19J. Blood pressure was rneasured each other day
with by tau cuffphotoplethysrnography using Rat Tau BP monitor model xbp2 (Harvard
Apparatus Ltd., Edenbridge, England). Aller 12 days of single or cornbined treatment,
rats were sacrificed aller light anaesthesia with C02 and the aorta was sarnpled for
superoxide anion radical and for ERK-M.APK activity measurernents. Ah control groups
received an insertion of osmotic purnps with vehicle solution (40% DMSO, 0.9% NaCI).
One control group (n1 5) received osmotic purnps alone and flic other control groups
received daily injections with a 20% DM50 (n4) solution or a treatment with genistein
(n6), PD98059 (n=5) or lipoic acid (n6). Finally, one group vas Id completely
untreated (n4). The investigation conforrns with the Guide for the Care and Use of
Laboratory AnimaIs published by the US National Institude of Health (NIN Publication
No. 85—23. revised 1996).
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Superoxide anion measurements
The superoxide anion production was rneasured using the lucigenin-enhanced
chemiluminescence method as described previousiy [26,27]. SmalI samplcs (2—3 mg wet
weight) of aortic tissues were isolated and cleaned in oxygenated Kreb-Hepes buffer.
When required, the endothelium was removed mechanically by gentiy rolling the aortic
ring with a metal rod on a wct cheesecloth paper. After 10 min equilibration, samples
were piaced in scintillation viais containing a lucigénine (5 tmoI/l) solution (Sigma
Chernical Co.) and the emitted luminescence was rneasured with a Liquid Scintillation
Counter (Wailac 1409: Perkin Elmer Life Science, St. Laurent, Quebec, Canada) as
previously described [1]. The average luminescence value was estimated, the background
value was substracted and the resuit was divided by the weight of each sample. M.oeover.
the activation ofNAD(P)H oxidase activity in the samples was assessed by adding
NADH 10—4 mol/l (Sigma Chemicai Co.) in the vials before counting. Basal superoxide
induced luminescence was then subtracted from the luminescence value induced by
NADH.
Cdl lysis and western bloffing
For the assessment of the ERK-MAPK pathway activity, aortas were first frozen and
crushed in liquid nitrogen. Lysis and western blots were performed as described
previousiy [ii] with $0 tg ofproteins loaded on gels. Membranes were exposed to X
Omat blue films (Kodak. Rochester, New York, USA) for 5 min. Gels were scanned and
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densitometry ofthe bands was assessed using Scion image 4.0.2 (Scion Corporation,
Frederick, Maryland, USA). Resuits for each condition were divided by control values to
estimate the magnitude changes compared to controls. Reagents used in buffers were
purchascd from Sigma Chemical Co.
Ccli culture
Single aortic SMCs ftom Sprague—Dawley rats were isoiated and identified as described
previously [2$]. Celis between passages 6 and 14 were used. Celis were treated with ang
lI 10—6 mollI for 10 min alone (n=10) or sirnultaneously with PD98059 10—5 mollI (ii=6),
U0126 10—5 mmolll (n=6) (Sigma Chemical Co.). genistein 10—5 mmol/1 and tyrphostin
A25 10—5 rnmol/l (Sigma Chemical Co.). After the treatrnents, ceils were washed in
oxygenated Kreb-Hepes buffer and the superoxide anion production was rneasured with
the lucigenin method described previously. Luminescence values were adjusted by the
protein concentration (cprnlrng) of the samples.
Statistical analysis
Values are expressed as the mean ± SD. The data were analysed using Student’s t-test or
analysis of variance (ANOVA) followed by the BonfelToni rnethod with the program
GraphPad Prisrn version 3.00 for Windows 95 or NT (GraphPad Software Inc., San
Diego. California. USA). Correlations were caiculated by linear regression using
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StatView for Windows, version 5.0 (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA). A
value of P <0.05 was considered statistically significant.
Resuits
For ail treated, control and untreated groups, weight gain remained sirnilar. The injection
of 20% DMSO solution (vehicle for PD98059), and the administration ofgenistein,
PD98059 or aipha-lipoic acid in control rats did not modify the blood pressure, basal
superoxyde production and ERK-MAPK activity significantly. Also, no significant
differences were obsen’ed between ail control groups and untreated intact rats (Table 1).
Effect of losartan, genistein. PD98059 and aipha-lipoic acid on superoxide anion
production
Superoxide anion production in aorta from ang II-treated rats was increased by 129%
compared to controls (1622.3 ± 127.0 to 3718.5 + 445 cpm, P , 0.05). This production
was lowered when we rernoved the endothelium in angiotensin II-treated rats (2516 +
260 cpm. P , 0.05) (Table 1). When treated. the increase in superoxide anion induced by
angiotensin was lowered by 87% with losartan (2115.1 + 341 cprn), by 75% with
genistein (2 156.6 + 247.2 cpm). by 68% with PD98059 (2306.0 + 333.0 cprn) and by
67% with aipha-lipoic acid (2308.1 + 208.9 cprn) (P <0.05) (Fig. la).
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The activation ofNAD(P)H oxidase as assessed by the production of superoxide anion
induced by NADH afier subtracting the basal formation was found to be increased by
107% in ang II-treated rats (1036.5 ± 196.9 to 2374.7 + 367.9 cprn, P <0.05). The
NA[)(P)H oxidase activity induced by ang II was lowered by 143% with losartan (613.6
± 209.8 cprn). hy 113% with genistein (985.0 + 215.9 cprn). by 82% with PD9$059
(1369.1 + 286.5 cprn) and by 104% with alpha-lipoic acid (979.6 ± 345.0 cpm) (P <0.05)
(Fig. lb).
Effect of losartan, genistein. PD9$059 and alpha-lipoic acid on ERK-MAPK activity.
The activity ofERK-MAPK pathway in the aorta tvas evaluated by the level of
phosphorylated ERK following the various treatments. The treatrnent with ang ii alone
caused a rnarked increase in ERK phosphorylation by 3.6 ± 0.5 (P <0.05)-fold compared
with controls. The activation ofthe ERK-MAPK pathway was significantly impaired by
treatments whh iosartan (1.9 ± 0.6-fold increase, a reduction of 65% ofthe increase
causcd by ang 11), genistein (1.4 ± 0.2-fold, a reduction of 85%), PD98059 (1 .6 + 0.4-fold.
a reduction of 77%) and atpha-lipoic acid (1.5 + 0.3-fold, areduction of 81%) (P <0.05)
(f ig. 2a). in every condition, no variations in unphosphorylated forrn of ERK were
observed indicating that the increases in ERK activity were not caused by increases in
total protein production (Fig. 2h). Superoxide anion production and ERK-MAPK activity
values from alt animais were significantly correia[ed to each others r0.70, P <0.001
(Fig. 3).
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Effect ofERK-MAPK pathway inhibitors on superoxyde anion production in cultured
smooth muscle celis
‘Freatments with ang 1110—6 for 10 min increased superoxide anion production by 253%
(7711 ± 1974 to 27250 ± 4415 cprn. P < 0.05). This increase was lowered to 49% (7711 ±
1974 to 11475 ± 3466 cpm, P <0.05), 44% (7711 + 1974 to 11095 ± 2111 cpm, P <0.05),
55% (7711 ± 1974to 11955±2879 cpm,P<0.05) or 76% (7711 ± 1974to 13582+
3130 cpm, P <0.05) with simultaneous treatment with PD98059, U0126. tyrphostin or
genistein respectively (Fig. 4). Treatments with PD9$059 or U0126 alone did not cause
any significant variation of basal superoxide anion production compared
with controls (data not shown).
Effect of losartan, genistein. PD98059 and atpha-lipoic acid on the blood pressure
Following a 12 days infusion of ang II, an increase of 35% in SBP was observed (135.9 +
6.1 to 183.5 ± 4.2 mrnHg, P <0.05). Afier 12 days, the BP leveis were lower (P <0.05)
when the ang II infusion was combined wfth losartan (144.9 ± 7.1 minHg), genistein
(151.3 ± 7.2 mrni-Ig), PD9$059 (141 ± 7.0 rnrnHg) and aipha-lipoic acid (152.9 ± 5.3
rnrnHg) treatments compared with ang II-treated rats and increases in blood pressure




The present study dernonstrates that the ang II-induced enhanced production of
superoxide anion by activation ofNAD(P)H oxidase is dependent on the activation ofthe
tyrosine kinase-ERK-MAPK pathway in the aorta. The prevention ofthe increase in
NAD(P)H activity i.nduced by the chronic ang [1 infusion as weIÏ as the prevention on the
increase ofblood pressure by the treatments with inhibitors ofthe tyrosine kinase-ERK
MAPK pathway constitute nove! observations into the rnechanisms invoÏved in the
developrnent of angiotensin-induced hypertension.
This study showed that a treatrnent with ang II increased both the superoxide anion
production (Fig. la) and the NAD(P)H activity (Fig. lb) confirming previously published
observations [4]. These increases are partly attenuated by the rernova! ofthe endothelium
(Table 1) suggesting that part of the superoxyde production in the aorta is dependent on
the endothelium. However, for the angiotensin-treated rats, rnost of the superoxide
production dcpends on the srnooth muscle ce!ls (67%). The increase in superoxide
production is !ikely to be direct!y related to an increased activity of NAD(P)H oxidase
since I)PI (dipheny!eneiodoniurn). an inhibitor of NAD(P)H oxidase, was shown to
prevent superoxide production induced by ang II [14]. Sirnilar increases in NAD(P)H
oxidase activity were a!so reported in other hypertension models [2] suggesting that thc
overactivation of this enzyme and its associated overproduction of stperoxide anion may
play an important role in the pathogenesis of hypertension.
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Although an association between superoxide anion production and hypertension was
postulated. no specific rnechanisrn for the elevation of blood pressure by ROS was
dernonstrated in those experirnental models. One hypothesis is that the denaturation of
nitric oxide by 02-. and the production ofperoxynitrite by superoxyde anion is known to
impair and reduce the relaxing effects ofnitric oxide in cultured vascular srnooth muscle
cefls [29]. Treatments with vitamin C or E have heen shown to reduce the biood pressure
in hypertensive rats [30,31]. In other studies, treatrnents with tempol (4-hydroxy-2,2,6,6-
tetrarnethyl piperidinoxyl) [32], superoxide dismutase [33]. n-acetyl cysteine [34] or
glutathione [35] were also reported to lower the blood pressure in SHR rats, in DOCA
sait hypertensive rats [36j and in ang II-treated rats [37J.
in the present study, the chronic ang II treatment was ciearly shown to activate the ERK
MAPK pathway in the aorta. The observation that ERK-MAPK inhibition with genistein
or PD9$059 reduced superoxide production and NAD(P)N oxidase activity (Fig. 1)
supported the possibility that the regulation ofNAD(P)H oxidase and its associated
cnhanced superoxide production may be rnediated through the tyrosine kinase-ERK
MAPK pathway. However, the fact that aipha-lipoic acid also reduced the NAD(P)I-I
oxidase activity indicated that the superoxide anion itself or other free radicals may
stimulate the NAD(P)H oxidase activity.
The ERK-MAPK activation by ang II is a well-known phenomenon in cultured smooth
muscle ceils [16,38]. It was aiso postulated that this activation was related with the
production ofreactive oxygen species (R0$) [39] particularly the superoxide anion
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produced by NAD(P)H oxidase [40,41]. 0w observations demonsflted that this effect
can also be obsenred in vivo in vascul& tissues following a 2-week flatment ofang II
(Fig. 2) and that il can be blocked by losartan, an AT1 blocker, dius demonstating that
die phosphoiyiation ofERK is dependent on the AT1 receptor activation as was observed
for die NAD(P)H o,ddase activation. fle observation that die freatments widi MEK
inlilbitors prevented die activation ofERK-MAPK pathway by ang U demonsflted dia it
b possible to moduiae ERK activity in vivo in aortic tissues.
Previous studies suggested dia redox-mediated activation ofERK1fl cmi occur in
wnoodi muscle oeils [4246] eidier by direct activation or tbrough vaiious tyrosine
kinase-dependent pathways. ERK might also activate NÀD(P)H directiy since it was
proven dia p-42 ERK cmi dfrectly phosphorylae $7 phox, an NÀD(P)H oxidase
subunit [47]. A reiaionship between ang U ROS sud die acdvfty ofthe $2/44 BRIC
MAPK pathway was also observed in pnvious in vitro studies [14,15,48]. A similar
phenomenon was obsewed in vivo sinec die freament widi a fite radical scavenger,
alpha-lipoic acid, was fotmd to oeduce ERK-MAPK activity in vascular tissue. Moreover
die finding of a strong positive couelation between superoxide anion production sud
BRK-MAPK activity (Fig. 3) fiirther supports die hypodiesis ofdie involvement ofBRIC
MAPK pathway in die supuoxide production induced by ang U. We could verffy dia die
superoxide production by ang U sud NAD(P)H oxidase activation was dependent on
BRIC 1/2 sud tyrosine kinase activation in cultwed smoodi muscle oeils sinca this
production could be completely blocked by simuhaneous ùtatnents with PD98059,
U0126, tyrphostin sud genistein (Fig. 4). We propose that die supœoidde anion cmi
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increase ERK1/2 phosphorylation and ERKI/2 can increase superoxyde production by
activating NAD(P)H oxidase. Thus, both the ERK-MAPK pathway and the superoxide
anion production can mutually stirnulate each other.
It was previously suggested that the ERK-MAPK pathway might play a direct role in
blood pressure regulation [11,12]. A]so, the ERK-MAPK pathway stimulation by ang II
in smooth muscle celis ofresistance arteries from hypertensive patients was found to be
significantly greatef compared to normotensive patients [10]. Our resuits support this
hypothesis since genistein, a tyrosine kinase inhibitor, and PD9$059, a MEK inhibitor,
both significantiy reduced the rise in blood pressure and ERK phosphorylation in aortas
of rats chronically infused with ang II similarly to the preventive effect of the treatrnent
with losartan (Figs 2 and 5a—c). Genistein is a rather non-specific ERK inhibitor and can
affect rnany tyrosine kinase dependent pathways that could play a role in superoxide
production or cdl proliferation [49] and it is possible that their inhibition could affect
bÏood pressure independently of an action on the ERK-MAPK pathway. However, since a
rnarked inhibition ofthe angiotensin-induced risc in blood pressure was observed with
the specific MEK inhibitor PD98059, it may be concluded that the hypertensive action of
ang [.1 is mainly rnediated through the ERK-MAPK pathway. An acute effect ofPD98059,
consisting ofa short-lasting (2 h) lowering ofhlood pressure was also previously
observed in another study on the angiotensin-induced hypertension using a single dose
treatment [12]. Since ceil proliferation or arterial rernodelling constitute long-terrn events,
such an acute effect of the inhibition of the .ERK-MAPK pathway on blood pressure
suggests a direct implication of that pathway in the mechanisrn of hypertension induced
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by ang II rather than an indirect effect secondary to vascular remodelling mechanisrns.
Recent studies suggested that the ERK-MAPK pathway could controi acutely vascular
tone by regulating calcium channels [13]. Whether this hypertensive effect of the
pathway depends solely on an increase in ROS generation or is dependent
upon other rnechanisms stiil remains to be clarified. However, the prevention of
hypertension that xvas observed with the treatment with alpha-l.ipoic acid in this model of
hypertension (Fig. 5d), suggests that the hypertensive actions ofthe ERKMAPK pathway
depends strongly on free radicals production.
In conclusion, the present observations indicate that treatrnents with a tyrosine kinase
inhibitor, genistein, a MEK inhibitor, PD98059, and a superoxide anion scavenger. alpha
lipoic acid, can prevent the activation ofNAD(P)H oxidase and the production of
superoxyde anion induced by a chronic infusion of ang II in Sprague—Dawley rats. The
reduction of superoxyde anion production associated to those treatments occurred
concornitantly with a reduction in the increase of SBP as well as with a lowering of the
ERK-MAPK activity. Ang il thus appears to increase the blood pressure through ERK
MAPK activation and enhanced superoxide production by activation ofATI receptors
since those changes couid he prevented by the treatrnent with Iosartan, a specific AT1
inhibitor. Those observations suggest an interactive mechanistic relationship between
superoxide production and ERKMAPK activation in the developrnent of ang I1-induced
hypertension.
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Table 1 Blood pressure, superoxide production, NAD(P)H activity, ERK-MAPKactivity and body weight data of ail groups
Groups BP (mmRg) O tcpm) NAD(P)H tcpm) ERK tconlrol = 1) Body weight (g)
Control(n = 15) 135.9±6.1 1622 ± 127 1037:197 1.0 ±0.1 319.4±4.7
Control E- (n 4) 924 ± 50G 672 ± 560
Untreated (n=4) 139.0±11.1 1766 ±437 1345±590 0,8 ±0.5 316.4±1.2
DMSQ n 4) 138.6±2.7 1869 ±260 999±300 1.4 ±0.3 315.8±8.9
Gan (n = 6 145.3 ± 5.3 2091 ± 630 800 ± 454 1.1 ± 0.3 325.1 ± 7.9
PD(=5( 123.0±3.0 1655 ±184 694±277 0.6 ±0.4 312.2±5.2
LA(n=6) 137.4±6.1 1545:233 400±345 1.3±0.2 330.4±11.0
Ang Il (n = 15) 183,5 ± 4.2’ 3718 ± 445’ 2375 ± 368 3.6 ± 0.5’ 310.1 ± 2.5
AngIlE—fn=4) 2516±260 1700±541
Angil lostn.... 6) 144.9± 7.1 2115 ±341 614 ±210 1.9 ±0.6 321.5 ± 7.1
Angllgntn=8) 151.3±7.2 2157± 247 985±216 1.4 ±0.2 320.0±3.5
Angll P0 fn= 8) 141.0± 7.0 2306 ± 333 1369 ± 287 1.6±0.4 311.1 ± 6.3
AnglI LA(n= 8) 152.9±5.3 2308 ±209 980 ±345 1.5 ±0.3 327.8±2.1
Table 1) Blood pressure. superoxide production. NAD(P)I-I activitv, ERK-MAPK
activity and body weight data of ail groups
BP, blood presstLre: 02-.. superoxide anion production; NAD(P)H, NAD(P)H oxidase
activity; ERX, ERK-MAPK activity; Control, rats with osmotic purnps containing vehicle
solution; Untreatcd, no treatment or surgery ofany kind: DMSO, 20% DMSO injections
Gen. treatrnents with genistein alone; PD, treatrnents with PD9$059 alone; LA,
treatrnents with lipoic acid alone; Ang II, treatrnents with angiotensin II; Ang II los, gen.
PD, LA, treatrnents with angiotensin H in combination with osartan, genistein, PD98059
or lipoic acid; E—, removal ofthe endothelium for aortic superoxide measurernents. Data































Contrais Angli Losartan Genistein PDOBO5O Upoic





Contrais Angli Losartan Genistein PDOSO5O Lipoic
+ Ang II + Ang Ii + Mg LI + Ang II
Figure 1) (a) Effect oflosartan, genistein, PD98059, and aipha-lipoic acid, on the basal
superoxide anion production in the aorta of angiotensin II-treated hypeitensive rats.
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The increase of superoxide anion production induced by angiotensin II was significantly
blunted by losartan, genistein, PD9$059 and aipha-lipoic acid. Data are presented as
mean± SEM (n=6 tol5). *sjgnifjct1y different from control (P <0.05). tSignfficantly
different from group treated with Ang il alone (P <0.05).
(h) Effects of various therapies on NADH oxidase activity in aorta.
The NA1)H oxidase activity was estimated by the superoxide anion formation stimulated
by NADH 1 0 molli after substraction of basal superoxide production. The increase in
NAD(P)H oxidase activity induced by Ang II was markedly blunted by treatments with
losartan, genistein, PD92059 and alpha-lipoic acid. *significantly diffèrent from control























Figure 2) (a) ERK-MAPK activity rneasured by western blot in aortas of normotensive
rats and rats treated with aigiotensin II alone or combined with losartan. genistein,
PD98059 or aipha-lipoic acid.
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The intensities ofthe hands corresponding to phosphoiylated ERK were measured and
compared on a scale where control values was equal to one. AIl the treatrnents
significantly reduced or blocked the activation of phosphorylated ERK by angiotensin II.
(b) Representative sample ofthe western blots obtained showing that the amount of
unphosphorylated ERK was not affected by any of the treatments.
CTRL, controls; A Ii. Angiotensin Ii; G, genistein; LOS, losartan; PD, PD98059; LA.
aipha-lipoic acid; ERK-P, phosphorylated ERK (active forrn); ERK2, unphosphorylated
ERK (inactive form). Data are presented as mean ± SEM (n=6 to 15) *significa1-tly
different from control (P <0.05). tSignificantly different from the group treated with
















ERK-MAPK activity (control = 1)
fi%ure 3) Correlation between superoxide production and ERK-MAPK activity by linear
regression analysis.
















figure 4) Bffects oftreatments with angiotensi.n II alone and combined with the
MEK inhibitors PD9$059 and U0126 on superoxide anion production
in cuhured vascular srnooth muscle celis.
Cetis were treated with angiotensin II 10_6 molli combined with PD9$059 10—5 molli,
U0 126 1 0 molli, tyrphostin A25 1 0 molli or genistein 1 W molli for 1 0 min. Data are
presented as mean ± SEM (n=4 to 10). CT,controls; Ang IL Angiotensin II; PD, PD98059;
Tyr, Tyrphostin A25; Gen, Genistein. *sigiificantly different from control (P <0.05).
tSigniflcantiy different from group treated with Ang II atone (P <0.05).
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Figure 5) Effect of ta) an AT1 blocker losartan, (b) a tyrosine kinase inhibitor. genistein
(e) a MEK inhibitor. PD9$059 and (d) an antioxidant. aipha-lipoic acid. on the
developrnent of angiotensin II-induced hypertension in rats.
Rats were observed for a period of 12 days and the blood pressure was rneasurcd every
other day with a tau cuff rnethod. The blood pressure was increased in angiotensin II
treated rats and this increase was significantly biunted with a combined treatrnent with an
AT1 inhibitor, an ERK-MAPK inhibitor and a superoxide anion scavenger. Data are
presented as mean ± SEM (n=6 to 15). *signiflct1y different from control (P <0.05).
tSigniflcantly diffèrent from group treated with Ang II alone (P <0.05).
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CHAPITRE IV - ARTICLE SCIENTIFIQUE
ENDOTHELIN MEDIATES SUPEROXIDE PRODUCTION IN ANGIOTEN$TN II
INDUCED HYPERTENSION IN RATS.
Free Radic Biol Med. 2005 Mar 1;38(5):589-96
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Endothelin mediates superoxide production in angiotensin II-induced hypertension in rats.
Free Radic Biol Med. 2005 Mar l;38(5):589-96.
Contributions respectives au projet
Le projet a été supervisé par le Dr Jacques de Champlain qui a fourni le matériel, les
locaux et l’encadrement nécessaire à la réalisation des expériences. Le Dr Pierre Moreau
a fourni l’endothéline et a aussi suggéré l’idée initiale qui a démarré le projet. Le projet
et les expériences nécessaires ont ensuite été élaborés par Marc-André Laplante sous la
supervision de Jacques de Champlain. La mise au point des protocoles et les expériences
ont été effectuées par Marc-André Laplante avec l’assistance de Rong Wu qui a mis au
point le dosage de l’anion superoxyde. L’article a été écrit par Marc-André Laplante
avec la révision de Rong Wu. L’article a été revu et corrigé par Jacques de Champlain.
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ENDOTHELIN MEDIATES $UPEROXIDE PRODUCTION DURING CHRONIC
ANGIOTENSIN TREATMENT
Angiotensin II and Endothelin-1 (ET) are two hormones involved in cardiovascular
diseases and well known for their capacity to induce free radical generation in vascular
and cardiac tissues. In addition to its pro-oxidative effect, angiotensin II can increase the
synthesis of ET-1 in vascular smooth muscle ceils (V$MC). Our objective was to
determine whether the ET-1 synthesis in VSMC is involved in angiotensin II-induced
superoxide anion production in rats. Our resuits show that treatments of isolated VSMC
with angiotensin II and ET increased superoxide. However, this increase occurred in a
bimodal fashion for angiotensin II with a fast transient production (10 minutes) and a late
sustained production (6 hours), while ET-1 induced superoxide formation afier a delay of
6 hours. LU302$72 and BQ-123, a non-selective and a selective ETA receptor
antagonists respectively, prevented angiotensin II-induced superoxide anion production
only during the late phase. In contrast, BQ-3020, a selective ETB receptor antagonist,
had no effect. In vivo, LU3 02872 reduced the aortic superoxide production induced by
angiotensin II administered for 12 days. In conclusion, our resuits suggest that the
superoxide generation induced by chronic angiotensin II infusion may be mediated by
ET-1 acting on ETA receptors in VSMC in vitro. furthermore, this effect appears to
contribute to the excess superoxide production during the chronic activation of the renin
angiotensin system in vivo.
Keywords: Angiotensin II, ET-1, superoxide anion, oxidative stress, smooth muscle celis.
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Introduction
Endothelin- 1 (ET) is a 21 amino acid peptide mainly produced by endothelial
celis [1]. However, other celi types, including vascular smooth muscle ceils (VSMC) and
cardiomyocytes have also been shown to produce this peptide [21. In general, ET-1 is
considered a local factor with autocrine and paracrine functions as most of its release
occurs abluminally rather than in the circulation [3].
Strikingly, the effects of ET-1 are similar to those observed with angiotensin II,
such as vasoconstriction, cellular growth and free radical generation. It has been
proposed that the similarities between angiotensin II and ET-1 are due to the close
interactions between both systems. Indeed, it was demonstrated that angiotensin II can
stimulate ET-1 production [2]. Moreover, in a study in which rats were treated with
bosentan, a non-selective ET receptors antagonist, the hemodynamic effects of low doses
of angiotensin II were prevented [4]. In addition, ET is also involved in the development
ofangiotensin II-induced vascular hypertrophy [5].
However, the interaction between the two systems with respect to the generation
ofreactive oxygen species (RO$) has flot been evaluated thoroughly. Angiotensin II was
shown to increase the enzyme NAD(P)H oxidase activity [6-s] as well as to upregulate
the synthesis ofNAD(P)H subunits [9] in VSMC. On the other hand, ET-1 was shown to
increase the production ofROS in various ceil types such as intestinal mucosae [10],
V$MC [11, 12], monocytes [13], isolated vena cava[14] and endothelial cells{15].
Recent studies have shown that ET can activate NAD(P)H oxidase in vivo [15, 16] and
that free radicals generated in this manner could play important roles in
mineralocorticoid-induced hypertension [17-19].
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It was also reported that ET-1 expression can be increased by oxidative stress in
coronary smooth muscle celis [20, 21] and in endothelial cells[22] and that its effects can
be enhanced by superoxide anion produced from NAD(P)H oxidase [14J. Moreover, it
was observed that the treatment with tempol and vitamin E, two antioxidants, could block
the increase of plasma levels of ET following the chronic administration of Angiotensin
II [23]. Therefore ROS appear to be important mediators in the Ang II-induced ET
production.
Since angiotensin II can increase ET-1 production and since both hormones seem
to be able to increase the superoxide production by activation of the NAD(P)H oxidase,
our objective was to determine whether the superoxide production by angiotensin II is
dependent on ET production. Our results indeed suggest that ET-1 is an important
mediator of the long-term elevation of superoxide anion production induced by
angiotensin II in vivo and in vitro.
Material and Methods
In vivo study
Male Sprague-Dawley rats weighting around 250g were used (Charles River
Canada, $t-Constant, Qc). One group (n12) was cbronically perfrised for 12 days with
angiotensin II (200ng/kg/min, Sigma Chemical Co., St-Louis) through a subcutaneously
implanted Alzet 2002 osmotic pumps (Durect corporation, Palo Alto) as described in a
previous study [24]. Pumps were inserted aller anaesthesia with fentanyl/midazolam
(2.7m1/kg) given intraperitoneally. A treatment with LU302$72 (3Omg/kg/day), an
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antagonist ofthe ET receptors ETA and ETB, was administered with the rat’s chow
simultaneously with angiotensin II (n12). The dose ofLU3O2872 for rats was
determined according to previous experiments [25, 26]. The control group was implanted
with osmotic pumps containing the vehicle solution (n8). Finally, one group was lefi
completely untreated (n4). The arterial pressure ofthe rats was measured by tau cuff
photoplethysmography. Superoxide anion production was measured with the lucigenin
method described previously [27, 28]. Briefly, rats were decapitated afier light
anaesthesia with C02 and the aorta was cleaned in Kreb-Hepes buffer. Approximately
5mg of tissue were placed in 2 ml Kreb-Hepes buffer in scintillation vials containing a
lucigenin (5jiM) solution (Sigma Chemical Co., St-Louis) and the emitted luminescence
was measured with a Wallac 1409 Liquid Scintillation Counter (PerkinElmer, St-Laurent)
as previously described [29]. The average luminescence value was estimated, the
background value was subtracted and the resuit was divided by the wet weight (mg) of
the samples. Moreover, the activation ofNAD(P)H oxidase activity in the samples was
assessed by adding NADH 1OE4M (Sigma Chemical Co.) in the vials before counting.
Basal superoxide-induced luminescence was then subtracted from the luminescence value
induced by NADH. The investigation was conducted in accordance with the guidelines
of the Canadian Council for Animal Care and monitored by an institutional care
committee.
In vitro experiments
Untreated rats were decapitated after light anaesthesia with C02 and the aorta was
transferred to sterile dishes with culture medium. Aortic vascular smooth muscle celis
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were isolated from male Sprague-Dawley rats (225-250 g) by enzymatic digestion of
aortas with collagenase and elastase (Sigma Chemical Co., St-Louis) as previously
described [30, 31]. Ceils were grown in DMEM with 5% fetal bovine serum (FBS) and
antibiotics (penicillin-steptomycin) (Invitrogen Canada mc, Ontario) in a controlled
environment at 37°C and 5% C02.
Celis treatments and superoxide measurements.
Celis were treated with angiotensin II (ÎOE6M) and ET (107M) for different
periods (10 minutes to 48 hours). Celis were also treated with angiotensin II in
combination with LU302872 (107M) or with an ETA receptor antagonist (BQ-123, 10
7M), an ETB receptor antagonist (BQ-3020, 107M), an inhibitor ofDNA and protein
synthesis (actinomycin D, 1 ig/m1) (Sigma Chemical Co., St-Louis) or an inhibitor or
NAD(P)H oxidase (Apocynin (acetovanillone), 1 0M).
$uperoxide anion production was measured with the lucigenin method described above
and adapted to ccli cultures. Briefly, celis were suspended with trypsin 0.05 %
(Invitrogen Canada mc, Ontario) and washed in oxygenated Kreb-Hepes buffer afier
centrifugation. Celis were counted with a cytometer and approximateiy 106 cells were
piaced in 2 ml Kreb-Hepes buffer in scintillation vials containing a lucigenin (5tM)
solution. The luminescence value was measured as described for the aorta. The results
were adjusted according to the protein content (mg) ofthe samples.
ET-1 Immunoassay (ELISA)
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VSMC were grown in 6 well plates until confluence and treated with 1 06M
angiotensin II in DMEM with 1% fBS for periods varying between 10 minutes to 4$
hours. Ceil culture supernatants were centrifuged to remove celi debris, then frozen at —
70°C until the next day. ET-1 was measured with an ELISA kit provided by Biomedica
Gruppe (Wien, Germany). Readings were done with a 96 wells plate reader Lumistar
Galaxy from BMG Technologies (Offenburg, Germany). The measurements were also
performed on isolated aortas from Sprague-Dawley rats. The thoracic aortas were
sampled under sterile condition and carefully cleaned in culture media and the
conjunctive tissue was removed. The aorta was cut into 2 pieces of approximately 1 cm
and the endothelium was removed from one piece by gently rolling the vessel on a sterile
wet cheese-cloth paper with the help of a metal rod. The samples were then transferred
into culture dishes with 2 ml ofDMEM with 5% fBS for 4$hours. The ET-l release was
measured in the culture media. The value obtained were divided by the wet weight of the
samples.
Noxi and Nox4 expression in V$MC and aortas
for the assessment of the expression of Noxi and Nox4, aortas were first frozen
and crushed in liquid nitrogen while cells were washed three times with a phosphate
buffer before adding the lysis buffer. Lysis and western blots were performed as
described previously [32] with 50 tg of proteins loaded on gels. Primary and secondary
antibodies were used at a 1:200 and 1:2000 dilution. Membranes were exposed to X
Omat blue films (Kodak, Rochester, New York, USA) for 5 minutes. Gels were scanned
and densitometry of the bands was assessed using Scion image 4.0.2 (Scion Corporation,
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frederick, Maryland, USA). Protein loading on the gels was controlled by monitoring
the expression of 3-actin. Preincubation with the antigenic peptide in excess was used to
determine the specificity of the signal. Results for each condition were divided by
control values to estimate the magnitude changes compared to controls. Antibodies and
blocking peptides were purchased from Santa Cruz Biotechnology, California. Reagents
used in buffers were purchased from Sigma Chemical Co.
Statistical analysis
Values are expressed as the mean±SEM. The data were analysed using Student’s
t-test or analysis of variance (ANOVA) followed by the Bonferroni or the Dunnett post
test (for fig.4) with the program GraphPad Prism version 3.00 for Windows (GraphPad
Software inc.). A value ofp<0.05 was considered statistically significant.
Resuits
Immunoassay of ET-1 in ceil culture medium
The basal production of ET-1 released in the culture medium by vascular smooth muscle
celis was 1.64 ± 0.15 fmol/ml. This basal production did not vary significantly after a 4$
hours incubation in normal celi culture media. Treatments with 1 06 M angiotensin II for
10 minutes, 1 hour and 3 hours did flot modify significantly this production. However,
afier 6 hours, 24 hours and 4$ hours of incubation with angiotensin II, the production of
ET-l significantly increased by 7$, 95 and 177% respectively (p<0.05) (figure 1).
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Isolated aortas with intact endothelium produced 142% more ET-1 than denuded aortas
(147±47 fmol/ml compared to 60±5 fmol/ml for 1 gram of tissue), (p<O.05).
Superoxide anion measurements
The basal production of superoxide anion by cultured smooth muscle ceils (5205 ± 2259
cpm/mg) was increased by 372% within 10 min of treatment with angiotensin II 10 M
and started to decline afier 20 minutes (2 13%), followed by a return to initial levels
within one hour. However, a second late increase was observed afier 6 hours (180%), 24
hours (285%) and 4$ hours (244%) of incubation with angiotensin II (figure 2A)
(p<0.05).
Treatments with ET-1 1 0 M did not increase the basal superoxide anion production
(4284 ± 1755 cpmlmg) after 10 minutes, 20 minutes or 1 hour but did increase the
production at 3 hours (250%), 6 hours (452%), 24 hours (402%) and 4$ hours (32 1%)
after the beginning oftreatment (p<0.05) (figure 2B).
The combination ofLU2$3072 (an ETA and ETB antagonist) with angiotensin II
treatment did not significantly change the superoxide production afier 10 minutes of
treatment (21287 ± 7674 cpmJmg) but prevented the increase of superoxide production
by 89% afier 6 hours oftreatment. The treatment with BQ-123 (an ETA antagonist) had
a similar effect and prevented by 56% the angiotensin-induced superoxide anion
production wherea BQ-3020 (an ETB blocker) had no effect (p<0.05) (figure 3A).
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Actinomycin D, which blocks protein synthesis, also had no effect in combination with
angiotensin II in the early phase afier 10 minutes but prevented by 54%, the angiotensin
induced superoxide production afier 6 hours (p<O.OS) (figure 3B).
Apocynin prevented the increase of superoxide anion observed afier 6 hours up to
4$ hours of ET treatment (figure 4). Moreover, the expression of Noxi (figure 5A) and
Nox4 (figure 53) in the cultured VSMC treated with angiotensin II were increased by
1.76 and 3.4 folds respectively. These increases were prevented by a combined treatment
with BQ-123 (p<0.05).
Effects ofLU302272 treatment in angiotensin II-treated rats.
Chronic treatment with angiotensin II increased systolic blood pressure from
13 1.6 ± 5.5 to 180.3 ± 4.9 mmHg (p<0.05). The concomitant administration of
LU302872 attenuated this increase only at the 12th day oftreatment (161.6 ± 7.6 mmHg)
(p<O.O5) (figure 6A). Angiotensin II increased the superoxide anion production by
129% and this increase was partially prevented by LU302$72 to only 42% (figure 6B)
while a treatment with LU302$72 alone had no effect. The NAD(P)H oxidase subunits
Noxi and Nox4 expressions were also increased during angiotensin II therapy by 2 and
3.9 folds. LU3 02872 prevented the increase ofNox4 expression (figure 7A) but had no
effect for Noxi (figure 73).
Discussion
179
Although studies have independently demonstrated the properties of angiotensin
II [6-9] and ET-1 [15, 16] to induce superoxide production through NAD(P)H oxidase
activation, the direct interaction between the two hormones on the superoxide anion
production was neyer investigated. It was previously reported that angiotensin II can
stimulate ET-1 production in smooth muscle celis [2] and those observations could be
confirmed in our studies in VSMC. Interestingly, our time course study showed an
increase of ET-1 release in the culture media only afier approximately 6 hours of
treatment with angiotensin II (figure 1) and not earlier. Angiotensin II-stimulated ET-1
release was also reported in vivo in rats treated with angiotensin II and an ETA receptor
antagonist [33]. In our in vitro experiments the initial increase ofoxidative stress
produced by angiotensin II could be involved to this production of ET. This
interpretation is in une with previous reports showing that peroxide or superoxide anion
can increase prepro-endothelin mRNA expression in V$MC afier 1 to 6 hours [20, 21].
However, the physiological significance ofthe ET-1 production by smooth muscle celis
can be questioned since it was shown that its production is 50 to 100 times more
important in endothelial ceils in culture [34J. On the other hand, the production of
endothelium-derived ET-1 might not be as high in vivo since it was reported that
endothelial celis produce less ET-1 in the presence ofVSMC [35]. Our observations in
isolated aortas show that indeed endothelium account for the major part of ET release,
however, when the endothelium was removed, the aorta stili retained 40% of its capacity
to synthesize ET-1.
We found that the kinetic of superoxide production following treatments with
either angiotensin II or ET-1 differed significantly between both vasoconstrictors. For
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angiotensin II, the superoxide production increases in a bimodal fashion reaching a first
peak within 10-15 minutes oftreatment and a second one later afier 4-6 hours. In
addition, it was observed that the superoxide production feu near controls values between
1 to 3 hours of treatment. This pallem suggests the existence of two phases of superoxide
anion production triggered by angiotensin II which may possibly involve two different
mechanisms.
In contrast to angiotensin II, the treatment ofV$MC with ET-1 was characterised
only by a rise in superoxide production that was observed only afier 3 hours of treatment
and lasting up to 4$ hours. $ince it was shown that ET-l is only produced after a few
hours of VSMC treatment with angiotensin II, it is unlikely that the fast oxidative effect
ofangiotensin II is ET-dependent. However, since the late oxidative effect occuned
around the same period than the angiotensin-induced increase in ET-1, it is most likely
that the long-lasting stimulation of superoxide production by angiotensin II is mediated
by the angiotensin-induced production of ET-1.
To verify the hypothesis of an early ET-independent phase and a late, long-lasting
ET dependent phase, the effect of LU302$72, a non-selective ET receptors antagonist,
was evaluated in celis culture. These studies revealed that LU3 02872 did flot prevent the
early angiotensin-induced superoxide production but that it did efficiently prevent the late
superoxide production proving that the early phase of the Ang II-induced superoxide
anion production is independent of ET-1. Moreover, Ang II did not seem to increase ET
1 production in smooth muscle ceils during the first 3 hours oftreatment (fig.1). It is
likely that Ang II activates NAD(P)H oxidase through a fast pathway possibly involving
other effectors such as c-src, EGF receptors or P13 kinase but those pathways are down
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regulated afier 1-3 hours (fig. 2A). After that time, superoxide production rose again in
association with protein synthesis (fig. 3B) and could then be totally prevented by ETA
antagonists. It is thus possible that Ang II induces ET-1 synthesis afier a few hours of
stimulation and that the relative contribution of ET-1 in the sustained Ang II-induced
superoxide production probably accounts for the major part ofthe superoxide production
at that time.
The use ofthe more selective antagonists BQ-123 and BQ-3020 has permitted to
determine that the long-term angiotensin-induced superoxide production is dependent on
ETA receptors. Indeed, the ETA antagonist BQ-l23 prevented in great part the increase
of superoxide anion while the ETB antagonist BQ-3 020 had no significant effect. Our
observations are in agreement with a previous study, which reported that the superoxide
production induced by ET is mediated by ETA receptors [11]. In addition, the preventive
effects of apocynin (acetovanillone) on the ET-induced superoxide production confirmed
that the superoxide production induced by ET-1 was mediated tbrough an activation of
NAD(P)H oxidase. finally, angiotensin II increased the expression ofNoxl and 4, two
homologs ofthe p91-phox subunit of the NAD(P)H oxidase, in VSMC and this increase
was prevented by blocking ETA receptors supporting the hypothesis ofthe involvement
of endothelin- 1 in the angiotensin II-stimulated production of superoxide.
The relevance of the in vitro interaction could also be demonstrated in vivo in the
angiotensin-induced model of hypertension. Indeed, the blood pressure and superoxide
production are greatly and concomitantly increased in that model as previously reported
[36, 37]. To assess the role of ET in that hypertension model, the blockade of ET
receptors by LU302872 was studied. It was found to prevent only partially the increase
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of blood pressure suggesting the contribution of other mechanisms beside the synthesis of
ET-1 for the elevation of blood pressure, confirming previous reports [38, 39]. Another
study using rats infused with angiotensin II also demonstrated a prevention ofthe rise of
blood pressure by a treatment with the ETA receptor antagonist, PD 155080 [33].
Despite a partial effect on arterial pressure, blockade ofboth ET receptors achieved a
near complete prevention in the rise of basal superoxide production in vascular tissues of
angiotensin II-treated rats.
The increased expression of Nox4 measured in aortas from rats treated with
angiotensin II was also prevented by LU302$72, but this was flot the case with Noxl.
These results are compatible with others studies where Noxl and 4 were found to be
increased in smooth muscles following a treatment with angiotensin in vivo and in vitro
[40,41]. Also, hypertension in SHR rats was associated with overexpression ofNox4 in
cerebral arteries with no changes in the expression ofNoxl [42]. Although, it was
suggested that Noxl could play a role in the early phase of superoxide production by
angiotensin II [43], we can hypothesise that Nox4 may be implicated in this mechanism
afier a long exposure to angiotensin II.
In conclusion, this study demonstrates that ET-1 appears to be an intermediatory
factor for the stimulation of the vascular superoxide anion production induced by
angiotensin II infusion. It is thus postulated that blocking the ET system could be a
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Figure 1) ET-1 concentration in isolated cultured VSMC chronically incubated with 1 0
M angiotensin II for periods varying between lOrnin to 4$ hours. CT, controls; A,
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Figure 2A) Tirne-course for the superoxide anion production in V$MC chronically
incubated with 1 06 M angiotensin II. 2B) Time-course for the superoxide anion
production in VSMC chronically incubated treated with M ET-1. CT, controls. Data
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Figure 3A) Superoxide anion production in VSMC treated with 1 06 M angiotensin II in
combination with LU2$3072 M or BQ-123 iOE7 M or BQ-3020 M for 10
minutes and 6 hours. CT, controls; A, Angiotensin II; LU, LU2$3072. Data are
presented as mean±SEM (n6). *significantly different from control (p<O.05).
#Significantly different from Angiotensin 6h (p<O.05).
B) Superoxide anion production in VSMC treated with 1 06 M angiotensin II in
combination with actinomycin D lug/ml for 10 minutes and 6 hours. CT, controls; A,
Angiotensin II; Act., Actinomycin D. Data are presented as mean±$EM (n=6).
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Figure 4) Superoxide anion production in VSMC treated with ET-1 for 6 hours with and
without acetovanillone. APO, Acetovanillone (apocynin). Data are presented as
mean±SEM (n5). *Significantly different from control (p<O.O5).
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Figure 5A) Noxi and (B) Nox4 expression in VSMC treated with angiotensin II 106M
combined with the ETA receptor blocker, BQ-123 107M, for 6 hours. Noxi antibody
revealed 3 hands around 65kDa that were suppressed by preincubation with the antigenic
peptide. Ang II or A, Angiotensin II; BQ, BQ-123. Data are presented as mean±SEM
(n=5). The blot shown is representative of 5 experiments.*Significantly different from
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Figure 6A) Effect of an ETA, ETB receptor blocker, LU3 02872 (3Omg/kg/day), on the
development of hypertension and on the superoxide anion (B) production in the aorta of
rats treated for 12 days with angiotensin II (200ngIkg/min). Rats were observed for a
period of 12 days and the blood pressure was measured every other day with a tau cuff
method. Ang II, Angiotenin II; LU, LU283072. Data are presented as mean±SEM (n=8
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Figure 7A) Nox 1 and (B) Nox4 expression in aorta of rats treated for 12 days with
angiotensin II (200ng/kglmin) alone and with LU2$3072 (3Omg/kg/day). Ang II and A,
Angiotensin II; LU, LU283072. Data are presented as mean±SEM n5. The blot shown
representative of 5 experiments. *signific&itly different from control (p<O.05).
#Significantly different from Angiotensin II (p<O.05).
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Omega-3 and omega-6 fatty acids in vascular superoxide production in rats
Abstract
Omega-3 and 6 (Q-3, Q-6) are fafty acids used as substrate for arachidonic acid
dependent pathways known for their capacity to produce free radicals. In the present
study, the oxidant properties of arachidonic acid (Q-6) (AA) and eicosapentaenoic acid
(Q-3) (EPA) or docosahexaenoic acid (Q-3) (DHA) in vascular smooth muscle ceils and
aortas from $prague-Dawley rats were measured. Four groups of $prague-Dawley rats
were supplemented with canola ou, AA, docosahexaenoic acid (Q-3) (DHA) and a
combination of AA and DHA.
Ceils treated with AA produced more superoxide anion compared to untreated
ceils (p<0.01). EPA or DHA in combination with AA prevented this oxidant effect.
Inhibition of 12-lipoxygenase with caffeic acid or baicalein (p<0.001) or inhibition of
cytochromes p450 2C by sulfaphenazole (p<0.01) prevented the increased superoxide
production by AA while aspirin or nimesulide, two cyclooxygenase inhibitors, had a
smalÏer attenuating effect.
In vivo, the diets did flot change the blood pressure compared to control animais
but aortic superoxide anion production and the plasmatic 1 2-HETE concentration, a
metabolite of 1 2-lipoxygenase, were both increased in the AA-treated animais and
prevented by the combined therapy with Dl-TA. The Q-6/Q-3 ratio is iikeiy an important
factor in the production of oxidative stress in the vasculature.
Key words: aorta, superoxide anion, fatty acid, omega-6, omega-3, blood pressure,
Sprague-Dawley rats, smooth muscles celis.
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Introduction
Omega-3 and omega-6 (-3 and 2-6) are fatty acids (FA) commonly found in
oils extracted from vegetable sources and are an important part ofthe mammalian diet.
The preventive effects of a high -3 FA uptake on cardiovascular diseases were
originally highlighted in studies carried out in the Inuit population from Greenland [1].
Since then, the interest in 2-3 FA was considerably enhanced because their use was
viewed as a cheap and efficient way to prevent or attenuate cardiovascular events.
Although, the benefits of a diet rich in unsaturated FA compared to saturated FA
to prevent vascular diseases are well proven [2], 2-3 FA appear to have additional
beneficial effects on cardiovascular events unrelated to the lipid profile (HDL/LDL) or
blood pressure of patients as demonstrated by the Lyon Diet Heart trial [3]. One
proposed hypothesis to explain the beneficial influence of 2-3 FA is related to their
capacity to compete with arachidonic acid (AA) and to slow the enzymatic reactions
involved in prostanoid and leukotriene synthesis [4,5]. A decrease ofplatelet aggregation
by eicosenpentanoic acid (EPA) through a reduction ofthe synthesis of type-2
prostanoïds or type-4 leukotrienes by cyclooxygenases or lipoxygenases was
demonstrated [6-8]. This inhibitory effect can be either caused by the conformation of Q-
3 FA molecule slowing down the reaction at the catalytic site [9] or by the ‘alternate’
products such as type-3 prostanoïds that can be generated when Q-3 FA are used as
substrates [10]. An Q-3 enriched diet has also been shown to cause a reduction of
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interleukins production by immune ceils [11-13] and a reduction of growth factors [141
and cellular adhesion factors (1-CAM, V-CAM) involved in atherosclerosis [15,16].
In contrast to what was observed for Q-3 FA, Q-6 FA were reported to favor the
formation of pro-inflammatory products [17]. The most important source of AA in
tissues cornes from dietary linoleic acid (LA) a common FA in most vegetable oils [1 8].
Consequently to those observations, it was hypothesized that the balance between dietary
Q-6 and Q-3 FA would be crucial to determine the benefit of unsaturated FA for
prevention of cardiovascular diseases. A high Q-6/Q-3 ratio would favor pro
inflammatory pathways and be detrimental in the development of atherosclerosis. The
Physician Health Study suggested that a low Q-3 concentration in the blood is inversely
proportional to cardiovascular events and could be considered as a risk factor [19].
Moreover, anti-atherogenic properties of a diet with a low ratio Q-6/Q-3 were
demonstrated in a knock-out mouse model for LDL receptors when compared with a diet
with a high ratio Q-6/Q-3 afier 16 weeks [20].
In vitro studies have shown that LA (Q-6) can increase free radical production in
macrophages or vascular endothelial celis [21]. Moreover, it was reported that the
inhibition of lipoxygenases in those cultures could prevent the oxidation of LDL
suggesting a role ofthis pathway in the oxidant effects of LA [22,23]. Also, many
cytochrome p450 (CYP45O) isoforms, using AA as a substrate, were identified as an
important source of superoxide anion in the vasculature, particularly in response to
reperfusion following ischemia [24]. We have shown that one ofthe most important
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enzyme involved in vascular superoxide production, the NAD(P)H oxidase, was
involved in the increased production of superoxide anion in vascular smooth muscle celis
and aorta from rats treated with angiotensin II or glucose and was associated with an
increased systolic blood pressure [25,26]. Since superoxide production is an important
mediator of endothelial dysfunction and vascular disease [27], the oxidative effects of
dietary Q-6 FA potentially play a major role in the emergence of cardiovascular diseases.
The objective in the present study was to evaluate the capacity of Q-3 and Q-6 FA
to produce superoxide anion in vascular smooth muscle celis and whether AA dependent
pathways, such as cyclooxygenases, lipoxygenases and cytochrome p4.5O
monooxygenases are involved in this production. Moreover, the effects of a depletion of




Untreated Sprague-Dawley rats weighing 250g were sacrificed under light
anaesthesia with C02 and the aorta was transferred to sterile dishes containing culture
medium. Aortic vascular smooth muscle celis were isolated from male Sprague-Dawley
rats (225-250 g) by enzymatic digestion of aorta with collagenase and elastase (Sigma
Chemical Co., $t-Louis) as previously described [2$]. Ceils were grown in DMEM with
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5% fetal bovine serum (FBS) and antibiotics (penicillin-steptomycin) (Invitrogen Canada
mc, Ontario) in a controlled environment at 37°C and 5% C02.
Ceils were exposed for 4$ hours to AA 50 jiMolIL combined with different inhibitors
(see table 1). Products were purchased from Sigma Chemical Co., St-Louis.
Superoxide anion production was measured with the lucigenin method using low
concentrations (5 jiMol/L) described previously [29,30] and adapted to celi cultures.
Briefly, cells were suspended with trypsin 0.05 % (Invitrogen Canada mc, Ontario) and
washed in oxygenated Kreb-Hepes buffer after centrifugation. Ceils were counted with a
cytometer and approximately 106 cells were placed in 2 ml Kreb-Hepes buffer in
scintillation vials containing a lucigenin (5 !IMol/L) solution and the emifted
luminescence was measured with a WalIac 1409 Liquid Scintillation Counter
(PerkinElmer, St-Laurent) as previously described [31j. The luminescence level was
rneasured as described for the aorta. The average luminescence value was estimated, the
background value was subtracted and the resuits were adjusted according to the protein
content (mg) ofthe samples. Moreover, the activation ofNAD(P)H oxidase activity in
the samples was assessed by adding NAD(P)H 1 0 Mol/L (Sigma Chemical Co.) in the
vials before counting. Basal superoxide-induced luminescence was then subtracted from
the luminescence value induced by NAD(P)H.
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Animais
Male Sprague-Dawiey rats weighing around 250g were used (Charles River
Canada, $t-Constant, Qc). The animals were divided in 5 groups:
A control group fed with Charles River Rodent Diet no. 5075 with 4.5% (mass) fat and
lefi untreated. Four treated groups were fed with Afl’J-76 diet (Testdiet/Ren’s Feed,
Oaksville, Ontario) combined with different oils administered daiiy by gavage. The
Canola-Coco group was given 3g/kg (animal weight) canola ou and lg/kg coconut ou,
the ARA-Coco group was given 3g/kg ARÀSCO® (an ou with 40% arachidonic acid)
(Martek Biosciences Corporation, Columbia, MD) and lg/kg coconut oil, the Canola
DHA group was given 3g/kg canola ou and lg/kg DHA$CO® (an oil with -40%
docosahexaenoic acid) (Martek Bioscience, Columbia, MD) and the ARA-DHA group
was given 3g/kg ARASCO® and lg/kg DHASCO®. The total amount of fat in the diet
oftreated animais was approximately 10% (weight). Table 2 shows additional details on
the fatty acids administered to each group. Treatments lasted for 6 weeks and each group
contained at least $ animals.
The systolic blood pressure of the rats was monitored each week by tail cuff
photoplethysmography. At the end of the treatments, systolic, diastolic and heart rate
were measured by inserting a short PE-50 catheter into the lefi femoral artery up to the
distal abdominal aorta under anesthesia by isoflurane. The catheter was then connected to
a pressure transducer. Plasma adrenaline and noradrenaline levels were measured in
blood sampies collected from resting animais through the femoral catheter 24 hours afier
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the surgery. Catecholamines were assayed by high-performance liquid cbromatography
using a modification ofthe method of Remie and Zaagsma as described by Hjemdahl
[32,33]. 12-HETE was measured with an enzyme immunoassay kit (Assay Designs, Aim
Arbor, USA, Cat.# 900-050).
Superoxide anion production was measured with the lucigenin method described
above. Briefly the aorta was cleaned in Kreb-Hepes buffer and approximately 5mg of
tissue were placed in 2 ml Kreb-Hepes buffer in scintillation vials containing a lucigenin
(5 tMol/L) solution (Sigma Chemical Co., St-Louis). The average luminescence value
was estimated, the background value was subtracted and the result was divided by the
wet weight (mg) ofthe samples.
All investigations were conducted in accordance with the guidelines of the
Canadian Council for Animal Care and monitored by an institutional care committee.
Statistical analysis
Values are expressed as the mean±SD. The data were analysed using analysis of
variance (ANOVA) followed by the Bonfenoni or Newman-Keuls (for fig. 2) post-test
with the program GraphPad Prism version 4.00 for Windows (GraphPad Software Inc.).




Superoxide anion measurements in vascular smooth muscle celis
Vascular smooth muscle celis are an important source of superoxide anion in the
aorta and to determine how the concentration of circulating Q-3 or Q-6 FA can modulate
superoxide production in those ceils we have evaluated the pro-oxidant effect of different
concentrations of Q-3 or Q-6 FA in the culture medium. The superoxide anion
production was increased by 61% (p<0.00l) following a treatment with the Q-6
arachidonic acid (AA) compared with control values (9397±1999 vs 5836 ± 591 cpm/mg
proteins). This increase was markedly aftenuated (p<O.Ol) by a combined treatment with
the Q-3 FA eicosapentaenoic acid (EPA) (7322 ± 1424 cpm/mg proteins) or the Q-3 FA
docosahexaenoic acid (DRA) (7310 ± 970 cpm!mg proteins). EPA or DHA alone did not
significantly increase superoxide anion production (6$ 1$ ± 2226 and 6406 ± 727 cpni/mg
proteins) (fig. la). The arachidonic acid increase of superoxide anion production was
prevented dose-dependently by DHA confirming that the balance ofQ-6/Q-3 in the
cellular environment is a determining factor in the oxidative response of vascular smooth
muscle cells (fig. lb).
To identify the possible sources of superoxide anion production induced by Q-6
FA in vascular smooth muscle cells, the cells were treated with a combination of AA and
inhibitors of pathways known for their roles in the conversion of FA into signaling
molecules (fig. 2). The combination of AA with inhibitors of the cyclooxygenase (COX)
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pathways, aspirin (asa) for COX1 or nimesulide (nim) for COX2 attenuated slightiy but
flot signfficantiy superoxide production while the inhibition of 5,15 -lipoxygenase (LOX)
by NDGA did flot prevent the superoxide anion production by AA signiflcantiy. In
contrast, the non-selective inhibition of LOX by caffeic acid and the specific inhibition of
1 2-LOX by baicalein totaliy prevented the increase of superoxide anion following AA
stimulation in those ceils (6199 ± 1474 and 6818 ± 1473 cpm!mg proteins respectively)
(p<O.001). Moreover, sulfaphenazole, an inhibitor of cytochromes p450 2C, as well as
lipoic acid, an antioxidant, also prevented AA-induced superoxide anion production
(7094 ± 2646 and 6836 ± 1649 cpmlmg proteins respectively) (p<O.Ol). Ail the
inhibitors used alone had liffle or no effect on the basal superoxide anion production (data
flot shown). According to these resuits, 2-6 FA exert their oxidative effects mainiy
through the activation of 1 2-LOX and possibly through some isoforms of the cytochrome
p450 superfamily.
NAD(P)H oxidase is considered as one of the most important source of vascular
superoxide anion involved in vascular disease. Therefore, the involvement ofNAD(P)H
oxidase in the oxidative effect of AA was investigated. Stimulation with angiotensin II
increased the superoxide anion production in cultured vascular smooth muscle ceils as
previously reported and this effect was cumulative to the superoxide generation by AA in
celis treated with both angiotensin II and AA (8865 ± 1066 and 12498 ± 3877 cpmlmg
proteins respectively) (p<O.00l) (fig. 3a). Apocynin, an NAD(P)H oxidase inhibitor had
no effect on the superoxide anion production induced by AA. Similariy, EPA had no
effect on the Angiotensin II-induced superoxide anion production. NAD(P)H oxidase
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activity in the cultured celis was increased in response to angiotensin II but flot modified
in ceils treated with AA or EPA (p<O.00l) (fig. 3b). Therefore, the superoxide anion
production triggered by AA is completely independent to the mechanisms associated with
angiotensin II and both stimuli have a cumulative effect on superoxide anion production.
Animal experiments
The hemodynamic and oxidative properties ofa chronic treatment with 2-6 FA in
vivo needed to be explored. To evaluate this, four groups of rats were fed with diets
containing different ratio of 2-6/2-3 (table 2). Systolic or diastolic biood pressure
measurements did flot vary significantly when measured either by tail-cuff during the
treatments (data flot shown) or by a catheter inserted into the femoral artery afier 6 weeks
of chronic therapy (fig. 4a). Decreases in heart rates were observed between controls and
ARA-Coco, Canola-DHA and ARA-DHA groups (366 ± 6 vs 333 ± 29, 303 ± 10, 319 +
9 BPM respectively) Q<O.0l) (fig. 4b). This bradycardic effect was flot associated with a
significant change in plasma adrenaline or noradrenaline leveis (Table 3). Body weight
of animais in controi or treated groups did flot differ significantly (data flot shown).
Superoxide anion production was significantly increased only in the aorta of ARA-Coco
(2187 ± 907, p<O.OS) group compared with controls (1129 + 225 CPM/mg tissue). In the
other groups, superoxide anion production values were not significantiy different than
those found in control tissues (fig. 5a). NAD(P)H oxidase activities in the aorta did not
differ foiiowing in vivo dietary treatments (fig. 5b). 12-HETE, a metabolite of 12-
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lipooxygenase, was significantly increased in the plasma of ARA-Coco (1502$ ± 6261,
p<O.O5) group compared with controls (3405 ± 2331 pg/ml). This increase was
prevented in the ARA-DHA group (4073 ± 3242, p<O.O5) (fig. 6). It thus appears that the
chronic dietary treatment with Q-6 FA exerts an oxidative effect in the aorta in living
animals and can also increase the circulating levels of 12-HETE.
Discussion
The objective of this study was to study and characterize the oxidative effects of
Q-3 and Q-6 FA in smooth muscle celis both in vivo and in vitro and also to evaluate
whether a depletion of Q-3 combined with an increase of Q-6 FA at the vascular level
would induce changes in blood pressure and superoxide production.
AA induced a significant superoxide anion increase in vascular smooth muscle
ceils. EPA and DHA, two Q-3 FA, prevented the increased production of superoxide
anion by AA (fig.la). This preventive effect was evaluated with different concentrations
of DHA on the AA-generated superoxide anion production and a dose-dependent effect
up to 50 tM of DHA was observed (fig.lb). Since EPA or DHA used alone did not
appear to have any inherent antioxidant properties, the most likely explanation for the
observed ‘antioxidant’ effect of EPA and DHA may be mediated through an interference
with AA-driven pathways by a competitive mechanism as previously suggested [4,6].
Previous studies also pointed out that Q-3 FA are flot free radicals scavengers or direct
antioxidants. In a study carried out in macrophages of guinea pigs, it was previously
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shown that unsaturated 2-3, 2-6 and n-9 FA had oxidant properties whereas saturated
FA had no effect [34]. Moreover, high doses of 2-3 FA (250mg/kg/day) even increased
lipid peroxidation in rats [35].
Inhibition ofCOXl and 2 by aspirin and nimesulide respectively only had a
partial but flot significant inhibitory effect on AA stimulation of superoxide anion
production (fig. 2). This observation is somewhat unexpected considering our previous
work suggesting that COX2 is a major source of superoxide anion in VSMC and the fact
that AA is the main substrate for this enzyme [36]. However, a study has shown that
COX2 activity is more dependent on the expression of the enzyme itself rather than on
the substrate availability [37], thus suggesting that most ofthe increased superoxide
anion production following an excess in AA is likely to originate from another source.
Lipoxygenases (LOX) appear to be involved in this increased production since caffeic
acid, an unselective LOX inhibitor, prevented this increase. Although, NDGA, a 5 and
15-LOX inhibitor, had no effect while baicalein, a 12-LOX inhibitor, in contrast
prevented totally the increased superoxide anion production suggesting that 1 2-LOX is
the main enzyme responsible for this increase. 12-LOX produces (12)-
Hydroxyeicosatrianoic acid (12-HETE) by the hydroperoxydation of arachidonic acid
into (12)-Hydroperoxyeicosatrianoic acid (12-HPETE). 12-HETE was previously
associated with increased superoxide anion production in platelets [3$]. Moreover, the
overexpression of 12 and 1 5-LOX was also associated with the increased formation of
atherosclerotic lesions in a model ofLDL receptor deficient mouse [39,40]. Inhibition of
cytochromes p450 2C by sulfaphenazole also had a preventive effect on superoxide
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production although smaller. Such a pattem involving jointly LOX and cytochrome p450
as major contributors to free radicals production by stimulation with AA was also
observed previously in cultured cortical neurons [41].
Free radical generation induced by an endogenous stimulation ofthe release of
arachidonic acid following a treatment with angiotensin II in vascular smooth muscle
ceils was previously reported and a NAD(P)H oxidase-dependent mechanism was
postulated to explain this effect [42]. Indeed, it is widely accepted that NAD(P)H
oxidase is one ofthe main mechanism by which angiotensin II produce ftee radicals.
However, our results do not support a relationship between the pathways responsible for
superoxide production by angiotensin II or by arachidonic acid. Since apocynin, an
NAD(P)H oxidase inhibitor, did not prevent the superoxide anion generation by AA, this
indicated that NAD(P)H oxidase is not involved in the oxidative action of 2-6 FA. An
additive effect was observed in response to the combination of AA and angiotensin II
thus suggesting that an overactivation of the renin-angiotensin system and an abnormal
-6/Q-3 ratio in the diet might constitute two independent factors promoting vascular
free radical generation. Since EPA could not diminish angiotensin II-induced superoxide
anion production, this strengthened the hypothesis that the antioxidant properties of -3
FA are only the resuit ofa direct interference with AA metabolism (fig. 3a). Moreover,
NAD(P)H oxidase activity was not activated in FA-treated cultured cells in contrast to
the increase induced by angiotensin II (fig. 3b).
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Although, high doses of 2-3 in humans have been reported to have slight
hypotensive effects [43,44], no difference in blood pressure were observed amongst the
different groups of rats subjected to various FA diets (fig. 4a) but this absence of pressure
effect could be due to a too short period oftherapy over only 6 weeks. However, heart
rate was lowered in AA or DHA treated rats (fig. 4b). This observation is coherent with
the studies of McLennan group who showed that a diet rich in 2-3 and to a lesser degree
2-6 FAs reduced the duration of arrhythmia in isolated Wistar rat hearts [45,46]. This
bradycardic effect was flot associated with a change in sympathetic activity since plasma
catecholamines were not different between the groups (Table 3). It was hypothesized that
this antiarrhythmic effect was caused by an action of FA on calcium and sodium currents
by the eicosanoids derived from 2-3 or )-6 [47].
Regarding the production of superoxide anion in the aortas, only ARA-Coco
group demonstrated a significant increase, thus confirming the findings in cultured
vascular smooth muscle ceils (fig. Sa). NAD(P)H oxidase was apparently not involved in
this production since a stimulation ofthe tissues from each group by NAD(P)H did flot
yield different resuits (fig.5b). Despite this increase ofvascular superoxide anion
production, the ARA-Coco group had a normal systolic and diastolic blood pressure afier
6 weeks of treatment. It should be reminded that a diet rich in unsaturated fatty acid diet,
including 2-6 FA, may have other beneficial effects through the reduction of low density
lipoproteins (LDL) [2]. It is therefore likely that the detrimental effect of having a higher
superoxide anion output at the vascular level might have been compensated by a decrease
in circulating LDL. Moreover, our findings are in agreement with most animal or human
220
studies regarding the fact that Q-3 and 6 FA diets had littie impact on blood pressure
levels. However, this Q-6 FA-stimulated vascular superoxide production could stili be
detrimental for vascular health, particularly in combination with other sources of
superoxide anion in the vasculature as we have demonstrated in isolated smooth muscles
ceils. We also have evidence that the arachidonic acid diet can increase the production of
circulating 12-HETE (fig. 6), an important metabolite of 12-lipoxygenase. Since
inhibitors of 1 2-lipoxygenase prevented successfully superoxide production in vascular
smooth muscle ceils, the production of 1 2-HETE can possibly be involved in the
oxidative effects of Q-6 and the preventive effects of Q-3 FA.
Despite a lack of short-term effect on blood pressure, a diet rich in Q-6 and poor
in Q-3 increases significantly the production of superoxide anion in the aorta of $prague
Dawley rats. Moreover, this oxidative effect appears to be mostly dependent on 12-LOX
activity and on at least one isoenzyme in the cytochrome p450 family. Thus, the ratio of
Q-6/Q-3 in the diet could have a significant long term impact on the cardiovascular
system. It appears that the adjustment in the balance ofthose FAs in the diet could
attenuate the deleterious effects of Q-6 thus supporting the hypothesis that dietary
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Legend
Figure la) Superoxide anion production in cultured vascular smooth muscle celis treated
with different fAs. Treatment were performed with 50 tMo1/L of fAs for 48 hours. lb)
Dose-response effect of varying concentrations of DHA on the superoxide anion
production triggered by arachidonic acid 50 jiMol/L. Measurements were performed
with a method based on the luminescence of lucigenin. Symbols: AAarachidonic acid,
LA=1inoleic acid, EPAeicosapentaenoic acid, DHA=docosahexaenoic acid. *p<0•001
vs Controls, /\ p<O.O1 vs AA. Datais presented as mean±$D, n=8 (fig.la), n=4 (fig.lb).
Figure 2) Superoxide anion production in cultured vascular smooth muscle celis
produced in response to arachidonic acid combined with different inhibitors of
arachidonic acid pathways. Measurements were performed with a method based on the
luminescence of lucigenin. Symbols: AAarachidonic acid, asaaspirin, nim=nimesulide,
caf=caffeic acid, ndga= nordihydroguaiaretic acid, baibaicalein, su1fsulfaphenazole,
lipoiclipoic acid, Ang = Angiotensin II. * p<O.O1 vs Controls, A p<O.Ol vs AA. Data is
presented as mean+SD, n$.
Figure 3a) Differences between the mechanisms stimulated by arachidonic acid and
angiotensin II for the increase of superoxide anion production in cultured vascular
smooth muscle cells. 3b) NAD(P)H oxidase activity in the celis treated with AA, EPA
and Ang. Measurement were performed by saturating the buffer with NADPH. Symbols:
Ang = Angiotensin II, AA=arachidonic acid, apoapocynine, EPA=eicosapentaenoic acid.
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* p<O.001 vs Controls, ** p<O.O5 vs Ang, A p<O.O5 vs AA. Data is presented as
mean±SD, n6.
Figure 4a) Effects of different diets of 2-3 and 2-6 FAs on the systolic and diastolic
blood pressure measured by a force transducer linked to a catheter in the femoral artery
of Sprague-Dawley rats. Data is presented as mean±SD, n4. 4b) Effects of different
diets of2-3 and 2-6 FAs on heart rates of $prague-Dawley rats. * p<O.Ol vs Controls.
Data is presented as mean±SD, n=4.
Figure 5a) Production of superoxide anion in aortas from rats receiving different diets of
2-3 and 2-6 FAs. Measurements were performed with a method based on the
luminescence of lucigenin. 5b) NAD(P)H oxidase activity in the aortae from the
different groups. Measurement were performed by saturating the buffer with NADPH
vs controls. Data is presented as mean+SD, n8, n=6 for controls.
Figure 6) 1 2-HETE levels in the plasma of rats receiving different diets of 2-3 and Ç2-6
FAs. Measurements were performed with an immunoassay kit based on the activity of an
alkaline phosphatase. pg/ml picograms per milliliter of plasma,
1 2-HETE = 1 2-Hydroxyeicosatetraenoic acid.
* p<O.O5 vs Controls; A p<O.O5 vs ARA-Coco, Data is presented as mean±SD, n=5.
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Tables
Table 1) Products used for celi treatments
Treatments lasted 4$ hours
Products Symbols Concentration Description
Arachidonic acid AA 50 jiMol/L Omega-6
Eicosapentanoic acid EPA 50 tMo1/L Omega-3
Docosahexaenoic acid DHA 50 jiMol/L Omega-3
Acetylsalicylic acid asa 10 !IMol/L Cyclooxygenase 1/2
inhibitor
Nimesulide nim 10 jiMoI/L Cyclooxygenase 2 inhibitor
Baicalein bai 1 1iMol/L 1 2-lipoxygenase inhibitor
Caffeic acid caf 1 jiMol/L 5,12,15-lipoxygenase
inhibitor
Nordihydroguaretic acid ndga 1 pMoi/L 5,15-lipoxygenase inhibitor
Sulfaphenazole suif 1 iiMol/L Cytochrome p450 inhibitor
Apocynin apo 1 j.iMol/L NAD(P)H oxidase
inhibitor
Lipoic acid lipoic 10 tMo1/L Superoxide anion
scavenger
Angiotensin II Ang 1 tMo1/L NAD(P)H oxidase
activator
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Table 2: Characteristics of the diet of each group
Control Canola ARA Canola ARA
+coconut +coconut +DHA +DHA
g/kg/day glkg/day g/kg/day g/kg/day g/kg/day
LinoleicAcid(2-6) 1.81 3.22 2.53 3.20 2.51
Linolenic acid (2-3) 0.13 0.25 0.04 0.25 0.04
SaturatedFAs 0.72 1.63 2.17 1.03 1.57
Monounsaturated fAs 0.96 2.65 1.63 2.83 1.27
Arachidonic acid (i2- 0 0 1.26 0 1.26
6)
Docosahexaenoic acid O 0 0 0.44 0.44
(DHA) ()-3)
Gamma linolenic 0 0 0.09 0 0.09
Acid (e-6)
Total Ç3 0.29 0.25 0.04 0.69 0.48
Total Ç2-6 1.81 3.22 2.62 3.20 2.60
Ratio -6/2-3 6.2 12.9 65.5 4.6 5.4
Total amount ofchow $4 $0 80 80 80
consumed
Total amount of fat 3.7$ 7.75 7.72 7.75 7.20
(% weight) (4.5%) (9.7%) (9.7%) (9.7%) (9.0%)
Totalamountof 46.2 53 53 53 53
carbohydrates (55%) (66%) (66%) (66%) (66%)
(% weight)
Total amount of 16.8 14.4 14.4 14.4 14.4
proteins (% weight) (20%) (18%) (18%) (18%) (18%)
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Table 3: Concentration of adrenaline, noradrenaline and 1 2-HETE in the blood of in the
different groups of rats.
Animais aortae Adrenaline Noradrenaline
pg/ml pg/mI
Controls (untreated animais) 57 ± 19 125 ± 19
Canola-Coco 49±37 128± 51
ARA-Coco 50± 23 147± 50
Canola-DHA 60 ± 31 140 ± 9
ARA-DHA 46± 15 128± 18
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L’hypertension essentielle est une maladie multi factorielle dans laquelle les effets des
multiples éléments déclencheurs sont canalisés principalement par le système nerveux
autonome et 1’ hyperactivation du système nerveux sympathique ou par l’activation du
système rénine-angiotensine-aldostérone. Ces systèmes sont modulés et affectent l’état
du réseau cardiovasculaire en réponse à des causes environnementales, comme
l’alimentation, le stress chronique ou le manque d’exercice, le tout greffé sur une base
génétique qui amplifie l’impact des facteurs environnementaux. L’augmentation de la
résistance périphérique vasculaire et l’augmentation du rythme ou du travail cardiaque
suivent et sont responsables de l’augmentation de la pression artérielle. L’hypertension
favorise l’apparition de modifications majeures sur le système cardiovasculaire qui
contribuent à maintenir et à amplifier la maladie. Le remodelage cardiaque [524] et
vasculaire [525] sont par exemple des conséquences bien documentées de l’hypertension.
Au-delà des messagers principaux que sont l’angiotensine et les catécholamines, il existe
une série de messagers secondaires qui contrôlent ou déclenchent des changements
pathologiques chez les hypertendus. Ces messagers secondaires constituent des cibles
potentielles intéressantes pour des approches thérapeutiques, mais surtout sont la clé pour
mieux comprendre l’hypertension. Traiter l’hypertension n’est pas une simple question
de pharmacopée, les difficultés à traiter adéquatement les populations hypertendues en
sont la preuve. Une solution alternative contre ce problème social est une approche
préventive qui repose sur une connaissance des mécanismes et des seconds messagers
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impliqués dans les maladies cardiovasculaires. Ces connaissances permettent non
seulement de raffiner le traitement des malades, mais aussi de recommander des
changements spécifiques dans les habitudes de vie qui ont probablement plus d’impact
sur la santé des populations en général qu’une approche médicamenteuse.
Nos études sont basées sur la mesure de la production de l’anion superoxyde qui est un
second messager important dans le développement des maladies cardiovasculaires. Nous
avons choisi ce radical puisque l’anion superoxyde est la source principale de l’ensemble
des radicaux présents dans l’organisme. Notre choix de modèle, un traitement chronique
à l’angiotensine II, a été identifié comme un puissant générateur d’anion superoxyde dans
les cellules de muscles lisses vasculaires [357]. La capacité de l’anion superoxyde à
activer les voies tyrosines kinases [526] et le fait que l’angiotensine II soit aussi un
activateur de la croissance cellulaire, soit par une activation directe des récepteurs des
facteurs de croissance [120] ou par sa signalisation cellulaire par la protéine kinase C et
l’activation des protéines Src [527J, suggère la présence d’un mécanisme important de la
pathologie vasculaire dans cette relation entre l’angiotensine II, les voies tyrosine kinases
et la production de l’anion superoxyde. Des études récentes ont souligné l’association
entre les processus de croissance cellulaire mitogéniques et le développement de
l’hypertension [528]. Aussi, l’insuline, dont la production est en excès chez le diabétique,
active des voies tyrosine kinases et contribue souvent au développement ou à
l’amplification des dommages sur le système cardio-vasculaire causés par l’hypertension
[529].
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Nos études initiales sur le développement de l’hypertension chez le rat traité
chroniquement à l’angiotensine II ont permis de découvrir que l’inhibition des voies
tyrosines kinases par la génistéine et de la voie ERK-MAPK par le PD98059 pouvaient
prévenir l’hypertension (Chapitre 3, figure 5), mais aussi la production d’anion
superoxyde (Chapitre 3, figure 1) et l’augmentation de l’activité NAD(P)H oxydase dans
les vaisseaux des animaux hypertendus. Ces résultats confirment l’importance de
seconds messagers comme la voie ERK-MAPK et la production d’anion superoxyde dans
les effets hypertenseurs de l’angiotensine II.
Nous avons démontré que les effets antihypertenseurs de l’inhibition de la voie ERK
MAPK dans un modèle in vivo sont reliés à la prévention de la production d’anion
superoxyde puisque l’acide Œ-Ïipoïque a pu aussi prévenir l’augmentation de la pression
chez les animaux traités à l’angiotensine II (Chapitre 3, figure 5). D’autres études ont
aussi exploré les effets d’inhibiteurs des voies ERK-MAPK sur les vaisseaux traités à
l’angiotensine II. Par exemple, le PD9$059 a un effet dilatateur sur les artères de
résistances isolées précontractées à l’angiotensine II [171]. Le PD98059 a aussi un effet
hypotenseur lorsque administré en aigu à des rats hypertendus à l’angiotensine II [174].
Cependant, nos expériences sont les premières à démontrer l’efficacité d’un traitement
chronique avec un inhibiteur des ERK-MAPK pour prévenir l’hypertension. Cibler cette
voie serait donc une stratégie thérapeutique intéressante puisque un tel traitement
prévient la production de radicaux dans les tissus vasculaires et aussi a le potentiel de
prévenir ou de ralentir les processus mitogéniques et hypertrophiques associés à la
détérioration du système cardiovasculaire chez les patient hypertendus.
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L’effet préventif de l’acide Œ-lipoïque sur l’augmentation de la pression artérielle dans
notre modèle a aussi prouvé que l’anion superoxyde est un facteur déterminant dans le
développement de l’hypertension induite par l’angiotensine II. Les effets
antihypertenseurs du tempol, un analogue de la superoxyde dismutase, dans les modèles
d’hypertension rénale impliquant une production d’angiotensine II ont été décrits dans
plusieurs études en traitement aigu et en traitement chronique [530-532]. Le mécanisme
par lequel l’anion superoxyde augmente la pression est cependant moins bien connu. Les
effets aigus de l’anion superoxyde sur le tonus vasculaire sont probablement liés à sa
capacité à réagir avec le NO, à induire des réponses inflammatoires ou à modifier
l’activité de canaux calciques [533, 534]. Les effets hypertenseurs chroniques de l’anion
superoxyde sont plutôt associés à moyen terme à une augmentation de la synthèse de
protéines, par exemple l’angiotensinogène [535] ou l’endothéline [536], et à long terme à
des changements morphologiques des vaisseaux et du coeur. Il est cependant étonnant de
constater que dans l’étude HOPE les vitamines ne sont pas associées à une baisse de la
pression artérielle ou une prévention des événements cardiovasculaires [458]. Ces
résultats ne contredisent cependant pas nécessairement les hypothèses sur le rôle du stress
oxydant dans l’hypertension établies à partir de modèles animaux, puisque les vitamines
sont des antioxydants discutables capables de s’autooxyder à hautes concentrations et qui
peuvent adopter des formes chimiques radicalaires réactives dans un milieu
physiologique. Il faut cependant tenir compte du fait que les patients dans les études
cliniques sont souvent déjà hypertendus que la majorité des études chez l’animal in vivo
avec des antioxydants sont préventives et non régressives.
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Nos études ont aussi permis de mieux décrire la dynamique de la production d’anion
superoxyde. Nous avons observé que l’angiotensine II stimulait la production d’anion
superoxyde selon un modèle biphasique (Chapitre 4, figure 2A). En effet, l’effet oxydant
de l’angiotensine II dans les cellules de muscles lisses en culture est séparé en une
période initiale transitoire de 1 heure et une période prolongée qui commence après 6
heures et se poursuit au-delà de 4$ heures. Nous avons montré que la production d’anion
superoxyde prolongée était dépendante de la synthèse de protéines et en particulier de la
synthèse d’endothéline et la synthèse des sous-unités Nox4 de la NAD(P)H oxydase. Des
études ont montré que la synthèse de l’endothéline pouvait être augmentée par la voie
ERK-MAPK et l’anion superoxyde [536, 537].
Nos résultats expérimentaux permettent de décomposer les événements de la production
d’anion superoxyde. Nous proposons l’hypothèse que l’effet de l’angiotensine II
déclenche une augmentation rapide de l’activité ERK-MAPK qui ensuite entraîne une
augmentation transitoire de la production de l’anion superoxyde par l’enzyme NAD(P)H
oxydase. La voie ERK-MAPK ainsi que l’anion superoxyde induisent ensuite
l’expression de la pré-pro-endothéline dans les cellules vasculaires. L’endothéline
contribuerait à la surexpression de la NAD(P)H oxydase et à la production soutenue
d’anion superoxyde. La présence d’anion superoxyde entraînerait ensuite une
suractivation constitutive des voies tyrosines kinases, dont la voie ERK-MAPK (figure 1).
Ce modèle est cohérent avec l’action des antagonistes des récepteurs de l’endothéline-l
qui ne bloquent pas la production d’anion superoxyde après 10 minutes de stimulation à
l’angiotensine II, mais bloquent cette production après 6 heures. Ensuite, ce modèle
243
expliquerait pourquoi l’inhibition préventive de la voie ERK-MAPK ou de la production
d’anion superoxyde sur des rats traités chroniquement à l’angiotensine II ont des effets




Figure 1 : La production d’anion superoxyde par l’angiotensine II est un phénomène
biphasique. La phase transitoire initiale de la production d’anion superoxyde pourrait
être un élément déclencheur de la mise en place des mécanismes responsables de la
production d’anion superoxyde soutenue.
Bien que les interrelations entre l’angiotensine II et l’endothéline-l dans les vaisseaux ont
déjà fait l’objet de plusieurs études, le rôle de la synthèse de l’endothéline-l dans la
réponse oxydante de l’angiotensine II n’a jamais été étudié (figure 2). La provenance des
radicaux produits par l’endothéline dans les vaisseaux n’est pas encore clairement définie,
bien que la NAD(P)H oxydase a déjà été proposée comme source potentielle [400, 401].








Omin lOmin 1 heure 3 heures 6 heures 24 heures
Production d’anion superoxyde par la NAD(P)H oxydase
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Nos résultats ont montré qu’un inhibiteur de la NAD(P)H oxydase, l’apocynine, pouvait
empêcher l’augmentation de la production d’anion superoxyde (Chapitre 4, figure 4).
Les mécanismes employés par l’endothéline pour activer la NAD(P)H oxydase restent
cependant indéterminés. Nos études dans l’aorte ont montré que l’endothéline contribuait
à l’augmentation de l’expression des sous-unités de la NAD(P)H oxydase, en particulier





Figure 2 : L”intenelation entre l’angiotensine II et l’endothéline pour l’activation de la
NAD(P)H oxydase.
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Dans le suivi de l’évolution de la pression artérielle chez les rats traités à l’angiotensine II,
le PD98059, le losartan et l’acide Œ-lipoïque ont donné de meilleurs résultats pour la
prévention de l’augmentation de la pression artérielle qu’un antagoniste des récepteurs à
endothéline, le LU3 02872, malgré une diminution de la production d’anion superoxyde
comparable entre les produits (Voir Chapitre 3, figure 5 et Chapitre 4, figure 6A et B).
Cet effet pourrait être expliqué par l’action des traitements antagonisant la voie ERK
MAPK, les récepteurs à angiotensine II et la production d’anion superoxyde sur la
production rapide transitoire d’anion superoxyde alors que les antagonistes des récepteurs
de l’endothéline ne préviennent que la production soutenue tardive d’anion superoxyde.
Il est possible qu’une augmentation brève de la production de radicaux contribue à
réguler l’expression de gènes pouvant participer par la suite à plusieurs processus
pathologiques menant au développement de l’hypertension. Il reste que ces observations
nous prouvent que le stress oxydant joue un rôle majeur dans le développement de
l’hypertension, mais que la pression artérielle d’un animal à un moment précis n’est pas
directement dépendante de la quantité de radicaux produits dans les tissus.
En plus du rôle des tyrosines kinases, de la voie ERK-MAPK et de la synthèse de
l’endothéline-l dans la production de l’anion superoxyde par l’angiotensine II, nous nous
sommes aussi intéressés au rôle des cyclooxygénases comme intermédiaires des voies de
signalisation de I’angiotensine II dans l’activation de la NAD(P)H oxydase. Cette
hypothèse a été proposée après avoir observé les effets de l’aspirine sur la production
d’anion superoxyde dans les aortes de rats spontanément hypertendus [261].
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L’angiotensine II augmente l’expression de la COX2 et cette surexpression a été
associée à l’activation de la NAD(P)H oxydase et à la production d’anion superoxyde
[265]. La cyclooxygénase utilise des acides gras insaturés, en particulier des oméga-3 et
6, comme substrats pour produire des prostanoïdes. Les acides gras sous forme
triglycéride sont présents en quantité importante dans la circulation et sont hydrolysés en
formes libres à l’intérieur des cellules. Il était donc possible que la nature et la
concentration sanguine et tissulaire des oméga soient déterminantes pour la production de
stress oxydant par l’angiotensine II.
Nos études sur les cellules de muscles lisses vasculaires en culture ont montré que l’acide
arachidonique et aussi l’acide linoléique, deux oméga-6, pouvaient augmenter la
production d’anion superoxyde après un traitement prolongé de 48 heures (chapitre5,
figure lA). Cependant, nos études sur les cellules de muscles lisses ont montré un effet
négligeable des inhibiteurs des cyclooxygénases sur la production d’anion superoxyde
par l’acide arachidonique et la NAD(P)H n’était pas suractivée suite à ce traitement
(Chapitre 5, figure 3b et 5b). D’ailleurs, l’apocynine, un inhibiteur de la NAD(P)H
oxydase, n’a aucun effet préventif sur la production d’anion superoxyde augmentée par
un traitement à l’acide arachidonique.
Contrairement à notre hypothèse initiale, la production de l’anion superoxyde augmentée
par les oméga-6 est indépendante des voies cellulaires activées par l’angiotensine II.
Cette observation est intéressante, puisque la production d’anion superoxyde par les
oméga-6 est potentiellement additive à celle stimulée par l’angiotensine II. D’ailleurs, un
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traitement combiné avec l’acide arachidonique et l’angiotensine II augmente la
production d’anion superoxyde à des niveaux supérieurs comparativement aux
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Figure 3 (données non publiées) : Mesure de la production de l’anion superoxyde de
cellules de muscles lisses vasculaires en culture traitées à l’angiotensine en combinaison
avec de l’EPA (un oméga-3) et de l’AA (un oméga-6).
Les cellules ont été traitées 4$ heures par des concentrations de 106M d’angiotensine II
et de 50 j.iM d’EPA et de DHA. Les mesures ont été faites dans des fioles de verre avec
une suspension cellulaires dans une solution de lucigénine de 5 jiM (voir annexe 1). EPA
= Acide eicosapentaénoïque, ANG = Angiotensine II, AA = Acide Arachidonique. Les
erreurs représentent les écarts-types. * P<0,00 1 vs Témoins, A P<0,00 1 vs ANG, * *
P<0,001 vs AA. N=8.
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Les oméga-3 sont connus pour leurs effets bénéfiques sur la santé cardiovasculaire et le
mécanisme couramment proposé pour expliquer cet effet est la compétition entre les
oméga-6 et les oméga-3 pour leur utilisation par des enzymes métabolisant l’acide
arachidonique. Les oméga-3 ont une plus grande affinité pour ces enzymes, sont
métabolisés plus lentement et forment des produits alternatifs (les prostanoïdes de série 3
et les leucotriènes de série 5) qui sont inactifs ou qui ont des effets opposés aux produits
des oméga-6. Nos expériences supportent cette hypothèse puisque deux oméga-3
différents, l’EPA et le DHA, préviennent les effets oxydants de l’acide arachidonique et
cet effet est dose dépendant (Chapitre 5, figure lA et B). Nous avons aussi montré cet
effet préventif des oméga-3 avec une autre méthode de mesure de l’anion superoxyde
avec la dihydroéthidine (figure 4). Il est toutefois à noter que les oméga-3 ne sont pas des
antioxydants. À fortes doses, il a été rapporté que les oméga-3 favorisent la peroxydation
des lipides chez le rat [517]. Nous avons montré que l’EPA était incapable de prévenir la
production d’anion superoxyde par l’angiotensine (figure 3). En général, nos résultats
montrent que les oméga-3 tendent à augmenter faiblement les niveaux basaux d’anion
superoxyde bien que cette différence ne soit pas statistiquement significative.
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Témoins Acide Arachidonique (AA)
Acide Eicosapentaénoïque (EPA) AA + EPA
Figure 4 (données non-publiées) : Mesure de l’anion superoxyde par la dihydroéthidine
dans des cellules de muscles lisses vasculaires.
Des cellules de muscles lisses ont été cultivées sur des lamelles de verre dans un milieu
DMEM 10% FBS (Invitrogen Canada mc, Ontario). À 75% de confluence, les lamelles
ont été soumises aux traitements avec 5OpM d’EPA et de AA (Sigma Chemical Co, St
Louis) pendant 4$ heures dans du milieu 0,1% FBS. Les cellules ont ensuite été incubées
en présence de dihydroéthidine 20pM (Molecular Probes-Invitrogen Canada mc, Ontario)
pendant 15 minutes. Les cellules ont été lavées dans du tampon PBS phosphate salin et
fixées avec une solution de paraformaldhéhyde 10%. Les lamelles ont été exposées à un
rayon lumineux de 48$ uni et la lumière émise entre 6 10-630 nm a été mesurée par
microscopie à fluorescence avec un microscope confocal (Leica Microsystems mc,
Richmond Hill, Ontario).
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Nos études ont donc permis d’identifier clairement les effets respectifs des oméga-3 et 6
sur la production d’anion superoxyde dans les cellules de muscles lisses vasculaires.
Pour identifier la source de cette production d’anion superoxyde, nous nous sommes
intéressés à d’autres enzymes utilisant l’acide arachidonique comme substrat : les voies
des 5,12,15-lipoxygénases et des cytochromes p450 monooxygénases. Des inhibiteurs de
la 1 2-lipoxygénase (acide caféique et baicaléine) ont pu prévenir la production d’anion
superoxyde augmentée par l’acide arachidonique alors qu’un inhibiteur des 5,15-
lipoxygénases (NDGA) n’a pas eu d’effet. Le mécanisme de production de l’anion
superoxyde produit par la 1 2-lipoxygénase est cependant inconnu. Les rôles
physiologiques exacts de la 12-lipoxygénase n’ont jamais été déterminés, mais un produit
majeur de la 12-lipoxygénase, le 12-HETE, pourrait jouer un rôle dans l’oxydation des
LDL [295] et la production d’anion superoxyde [294].
Un inhibiteur des cytochromes p4.50 CYP2C, le sulfaphénazole, a aussi prévenu en partie
la production d’anion superoxyde par l’acide arachidonique. Cet inhibiteur a
précédemment été utilisé pour prévenir la production d’anion superoxyde dans des coeurs
de rats soumis à des ischémies/reperflsions [538]. Cette production d’anion superoxyde
proviendrait soit directement du cytochrome ou soit d’un produit de cette enzyme.
Suivant nos observations sur des cultures cellulaires, nous avons donc voulu savoir si des
régimes avec des ratios différents oméga-6/oméga-3 pouvaient faire varier la production
vasculaire d’anion superoxyde chez le rat. Nos expériences ont effectivement montré
qu’un régime de 6 semaines avec un ratio oméga-6/oméga-3 élevé pouvait augmenter la
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production aortique d’anion superoxyde (Chapitre 5, figure 5). Cette production n’était
pas accompagnée d’une augmentation de la pression artérielle (Chapitre 5, figure 3).
Ce résultat montre, comme dans le cas des traitements au LU3 02872 de rats hypertendus
par infusion d’angiotensine II, que la production d’anion superoxyde dans les vaisseaux
des rats n’est pas reliée directement à la pression artérielle. Il est cependant possible
qu’un prolongement de la durée du régime puisse éventuellement causer une
augmentation de la pression artérielle. Une autre hypothèse pour expliquer la présence
d’une quantité élevée de stress oxydant dans les vaisseaux d’un animal normotendu serait
que les effets sur la production d’anion superoxyde vasculaire soient compensés par les
effets des oméga-6 sur d’autres systèmes reliés au réseau cardiovasculaire. Le rythme
cardiaque est par exemple diminué par une diète riche en oméga-6 [473j. Nous avons
d’ailleurs observé une baisse du rythme cardiaque chez les rats recevant des régimes
contenant de l’acide arachidonique et du DHA.
La concentration et les proportions entre les acides gras oméga-6 et oméga-3 dans la diète
seraient donc des facteurs indépendants de la signalisation de l’angiotensine II pouvant
causer une augmentation de la production d’anion superoxyde dans les vaisseaux. Le
ratio oméga-6/oméga-3 dans le régime alimentaire devrait donc être considéré comme un
facteur de risque cardiovasculaire potentiel si l’on considère le rôle de l’anion superoxyde
dans le développement des maladies vasculaires. Selon les études épidémiologiques et
cliniques sur le sujet, un régime avec un apport énergétique de 6% provenant d’oméga-6
et de 1% d’oméga-3 a été suggéré comme étant raisonnable et protecteur des maladies
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coronariennes [539]. Cet objectif peut être atteint en diminuant la proportion d’aliments
frits et en augmentant la consommation de poisson dans le régime quotidien.
Les études sur la production de radicaux au niveau vasculaire soulignent l’existence de
sources variées, souvent parallèles et intégrées au fonctionnement normal et pathologique
des voies de signalisation cellulaires. L’anion superoxyde est ainsi capable de contribuer
au développement de l’hypertension, mais n’est pas nécessairement associé à une
augmentation de pression artérielle. Il existe néanmoins un vaste éventail de cibles sur
lesquelles agir pour prévenir ou diminuer la production de radicaux dans les tissus
cardiovasculaires. Le défi sera d’intégrer les connaissances dont nous disposons sur les
sources et les effets des radicaux afin d’adopter les stratégies appropriées selon les






L’implication de la production d’anion superoxyde dans le développement de
l’hypertension et des maladies cardiovasculaires est bien établie, mais les mécanismes par
lesquels ce radical excerce ses actions sont moins bien définis.
Nos travaux décrivent deux voies de signalisation majeures de la production de l’anion
superoxyde dans les vaisseaux. D’abord, l’angiotensine II qui est une hormone
importante dans le développement et le maintient de l’hypertension et est produite par le
système rénine-angiotensine-aldostérone. Ensuite, les acides gras de type oméga-6 qui
proviennent de l’alimentation et exercent un effet nocif sur les vaisseaux,
particulièrement lorsque le rapport alimentaire oméga-6/oméga-3 est élevé.
L’angiotensine II possède la capacité d’activer la voie ERK-MAPK et la production
d’anion superoxyde en augmentant l’activité et l’expression de la NAD(P)H oxydase
dans les cellules de muscles lisses vasculaires d’aorte. L’inhibition des voies tyrosines
kinases, de la voie ERK-MAPK ou un traitement antioxydant préviennent l’augmentation
de la pression artérielle. Nous avons donc démontré que le développement de
l’hypertension par l’angiotensine II est contrôlé par la voie ERK-MAPK et la production
de l’anion superoxyde.
La production de l’anion superoxyde par l’angiotensine II est un phénomène biphasique,
constitué d’une production transitoire rapide et d’une production soutenue.
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L’augmentation de la synthèse de l’endothéline-l stimulée par l’angiotensine II et la
stimulation des récepteurs de l’endothéline est une étape importante dans la production
soutenue d’anion superoxyde. L’endothéline-l augmente l’expression et l’activité de la
NAD(P)H oxydase. Cependant, un antagoniste des récepteurs de l’endothéline n’a
prévenu que partiellement l’augmentation de pression artérielle provoquée par un
traitement à l’angiotensine II. La réponse oxydante, mais non la réponse hypertensive à
long terme de l’angiotensine II est totalement dépendante de la synthèse d’endothéline-l.
Finalement, malgré plusieurs voies communes entre les récepteurs de l’angiotensine II et
les voies reliées à l’acide arachidonique, entre autres l’expression des cyclooxygénases,
la production des radicaux libres par les oméga-6 est indépendante de la signalisation de
l’angiotensine II. Cette production est plutôt contrôlée par l’activité de la 12-
lipoxygénase et par l’activité des cytochromes p45 O. Les oméga-3 préviennent les effets
oxydants des oméga-6 autant dans les cellules de muscles lisses en culture que dans les
aortes de rats. Toutefois, une diète riche en oméga-6 et faible en oméga-3 n’est pas
suffisante pour produire une augmentation de la pression artérielle après 6 semaines de
traitements.
Ces études ouvrent une perspective pour l’utilisation de voies et de cibles pour prévenir la
production d’anion superoxyde dans les tissus vasculaires. Des inhibiteurs d’ERK
MAPK, de 12-lipoxygénase, de NAD(P)H oxydase, de l’endothéline-l et des
cytochromes p450 sont tous des mécanismes potentiels pouvant servir de cibles à des
traitements antioxydants. Compte tenu du potentiel surtout préventif des thérapies
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antioxydantes, une approche nutritionnelle favorisant l’intégration de composés
alimentaires contenant des inhibiteurs de ces voies de signalisation ou des proportions
différentes d’acides gras dans le régime quotidien des patients serait à étudier. Une
attention particulière devrait être portée à l’impact d’un régime à ratio oméga-6/oméga-3
élevé. En effet, compte tenu de l’omniprésence des oméga-6 et de la faible concentration
des oméga-3 dans le régime alimentaire des nord-américains en général, il serait pertinent
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ANNEXE 1 — Méthode de mesure de l’anion superoxyde par la lucigénine
La lucigénine (bis-N-methylacridinium nitrate) (figure 1) est un composé symétrique
possédant deux charges positives en solution capable d’émettre de la lumière en présence
d’anion superoxyde [540]. Elle est aussi utilisée dans la mesure de l’activité de la
NAD(P)H oxydase [541]. Avant sa réaction avec l’anion superoxyde, la lucigénine doit
acquérir un électron provenant d’un donneur. Dans l’analyse de tissus, ce donneur est
souvent le NADH de la cellule. La présence de hautes concentrations non physiologiques
de NADH dans le milieu de mesure affecte d’ailleurs le cycle redox du composé et
l’intensité de la lumière émise [542]. Le NAD(P)H ne présente pas cet inconvénient et
est d’ailleurs mieux indiqué pour la mesure de l’activité de la NAD(P)H oxydase que le
NADH. La théorie proposant que le NADH est le substrat préférentiel de la NAD(P)H
oxydase plutôt que le NAD(P)H est remise en doute puisqu’il est possible qu’elle soit
basée sur des observations affectées par cet artéfact [542].
La technique est surtout utilisée pour détecter la production d’anion superoxyde
extracellulaire dans les tissus vasculaires [543]. La méthode est appréciée à cause de la
détection relativement spécifique de l’anion superoxyde et de la faible toxicité du
composé pour les cellules.
La lucigénine est sujette à s’autooxyder avec l’oxygène ambiant à fortes concentrations
(250 jiM) [544, 545]. Cependant, l’usage de faibles concentrations (5 tM) prévient en
majeure partie ce phénomène [543, 546] bien que certaines observations tendent à
montrer que le problème demeure en partie [542, 547]. Toutefois, la question concernant
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l’oxydation de la lucigénine par l’oxygène ambiant est remise en doute par le fait que le
potentiel de réduction de la lucigénine par un électron (dans le cas de l’oxydation par
l’oxygène moléculaire) est de 0,19 Volts [54$] et est positif ce qui minimise l’éventualité
d’une réaction spontanée, surtout à des concentrations faibles de lucigénine. Par
contraste, la réduction par 2 électrons (pour le cas de l’anion superoxyde) a un potentiel
différent de -0,14 V [549, 550]. Malgré plusieurs remises en question, la lucigénine reste















Cellules de muscles lisses
Figure 1 : Réaction de l’anion superoxyde avec la lucigénine
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Dr Guy Rousseau
J’ai pris plaisir à lire cette excellente thèse dont le français est nettement supérieur à la
moyenne. Je n’ai que peu de commentaires à faire si ce n’est que de féliciter l’étudiant
pour le travail accompli. Très remarquable travail de synthèse, excellent pour
1’ enseignement... félicitations.
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Page 5 reprendre la phrase commençant par En 1956, une étude de Corcoran...
En 1956, une étude de Corcoran et al. tilla montré que tes patients hypertendus
traités adéquatementprésentaient moins de complications athéroscterotiques et
vivaient pttts longtemps.
Page 5 para 3 ligne 6 : conscients
Page 6 dernier mot pas de s
Page 7 ligne 4 : médium
Page 7 ligne 10 : à leur taille et leur position
Page $ dernière ligne de ses vaisseaux
Page 14 ligne 4 : inotropique
Page 15 ligne 2 : mais la décharge de ces...
Page 15 ligne $ sur les organes ont aussi
Page 18 ligne 1: développer un peu sur le régime méditerranéen $VP
Le régime méditerranéen, ricite en poissons, huile d’otive,fruit, légumes et vin rouge
est tt;t exemple pouvant expliquer des djfférences de la tension artérielle e;ttre les
populations.
Page 20 para 2 ligne 13 diabète
Page 20 para 2 ligne 14 développé
Page 20 para 3 ligne 1 gaglionniques
Page 21 ligne 3 : dichloroisoprénaline
Page 21 para 2 ligne 4 : périphérique
Page 24 ligne 1: médicaments
Page 24 para 2 ligne 7 : et au lieu de est
Page 26 ligne 7 compétition
Page 26 para 1 dernière ligne il manque un point à la phrase
Page 26 para 3 ligne 1 extra-rénaux capables
Page 29 ligne 7 : antagonistes
Page 30 para 2 ligne 3 tissu
Page 32 ligne 1: Deux récepteurs
Page 35 ligne 5 : reprendre la phrase $VP. Elle est difficile à lire.
Lors de leur absorption par l’intestin, les lipidesforment des chylomicrons, particules
très riches en triglycérides, qui sont transportés par le réseau lymphatique vers les
récepteurs à LDL des muscles ou dufoie. La l4oprotéine lipase hydrolyse les
triglycérides pour leur utilisation par les tissus ott pour leur stockage par lefoie.
Page 37 ligne 9 : sont
Page 37 ligne 10 déchargés
Page 3$ ligne 1 spumeuses
Page 43 : Donnez l’hypothèse SVP.
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La cli imie radicataire reste cependaitt un domaine conceritant surtout t’btditstrie
cosmétiqtte ou chimique, bien qu’en 1962, une hypothèse intéressante est émise sur le
rôle des radicaux libres qui, eu causautt des dontmages sur les biomotécutes, en
particulier l’ADN, seraient responsables des dejïciences génétiques associées ait
vieillissement.
Page 44 para 2 ligne 6 anions
Page 45 dernière ligne réactifs
Page 46 ligne 6 soufre
Page 62 para 2 ligne 3 : tous
Page 62 para 2 ligne 5 stimulants
Page 64 para 3 ligne 4 élimine de
Page 66 para 2 ligne 1: de ces composés
Page 6$ para 2 ligne 3 potassiques
Page 6$ para 2 ligne 7 puissants
Page 6$ para 3 ligne 4 points
Page 69 : Mettre le tableau sur une même page SVP
Page 70 Mettre le titre sur l’autre page SVP
Page 73 para 3 : La xanthine oxydase est elle présente dans le coeur humain?
L ‘importance du rôle de la xanthine oxydase dans le tissu cardiaque est cependant
paijois remise en questiolt à caitse de lafaible activité de l’enzyme dans le tissu. Une
étude a même rapporté que la xanthbte oxidase n ‘était pas exprimée à tin niveau
détectable dans les cellules mttsctdaires cardiaqttes humaines.
Page 76 para 2 ligne $ : modèles expérimentaux
Page 78 ligne 6 : de ces réactions
Page 78 para 2 ligne 9 : à court terme
Page $1 para 2 ligne 4 : montré
Page $1 para 3 ligne 1 : des sources principales
Page $4 ligne 2 : susceptibles
Page 85 para 1 : Pourquoi penses-tu que cette hypothèse n’a jamais été étudiée?
Cette hypothèse n ‘a cependantjamais été déntontrée, appuyée ou explorée
sérieusement dans tilt modèle vivant probablement puisque les graisses sattirées
augmentent les LDL circulants et sont doutc considérées comme étant plus itocives pour
le système circulatoire qtte les graisses insatttrées.
Page 97 parai dernière ligne : il manque un point
Page 99 para 2 ligne 4 : je mettrais un; ou un: dans la phrase.
Page 99 para 2 avant-dernière ligne : faible
Page 102 para 2 ligne 1: survécu
Page 103 para 4 ligne 5 : il (i en minuscule)
Page 113 ligne 9 : élevées
Page 1 18 para 2 ligne 7 : transcription
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Page 123 para 3 ligne 3 intéressés
Page 12$ para 1 ligne 7 un inhibiteur
Page 12$ para 3 ligne 4 déterminée
Page 140 titre lettre grecque SVP.
Page 220 : Le groupe « controls » semble être le même sur les 2 graphiques. Comment
les statistiques ont-elles été faites?
Pour les figures la et lb, les deux expériences ont été faites à des moments
différents. Les groupes témoins ont donc été refaits. Dans la figure la, la moyenne
(SD) des témoins est de 5836 ± 791 et dans la figure lb, la moyenne (SD) est de 6033
±229.
Page 224 enlève un 200 sur le graphique
Page 22$ para 2 ligne $ directe
Page 22$ para 2 avant-dernière ligne s amplification
Page 239 ligne 4 s intéressés
Page 243 ligne 2 : lesquels
Toutes les erreurs ont été corrigées.
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Rapport d’évaluation de la thèse de doctorat de Mr Marc-André Laplante par Eric
Thorin, Chercheur Agrégé du département de chirurgie de l’Université de
Montréal.
Titre : La production de l’anion superoxyde par l’angiotensine, l’endothéline et les voies
de signalisation dépendantes de l’acide arachidonique dans les tissus vasculaires dans le
développement de l’hypertension
Commentaire général
Il s’agit d’un document très bien rédigé, très agréable à lire et très bien documenté. La
revue de la littérature est très large et remonte suffisamment dans le temps pour permettre
une très bonne mise en situation du problème posé par Mr Laplante. J’ai particulièrement
apprécié la critique des données de la littérature concernant l’état de nos connaissances en
ce qui concerne l’impact du stress oxydant sur le développement des maladies
cardiovasculaires.
Il me semble cependant qu’il manque au début un paragraphe sur « l’origine des maladies
cardiovasculaires ». En effet, vous faites beaucoup référence et à juste titre, aux habitudes
alimentaires négligées et au style de vie sédentaire comme les responsables des maladies
(si l’on exclue les maladies d’origine génétique). Pour appuyer définitivement sur ce
point, il serait bon de nous rappeler les données épidémiologiques qui ont montré cela. Je
pense aux données collectées dans les 11es Solomon (Taylor R, Lewis ND, Levy S.
Societies in transition: mortality patterns in Pacific Island populations. Int J Epidemiol.
1989;1$(3):634-646 - Page LB, Damon A, Moellering RC Jr. Antecedents of
cardiovascular disease in six Solornon Islands societies. Circulation. 1974;49(6):1132-
1146) ou encore sur l’Ile de Nauru (Zimmet P. EpidemioÏogy ofdiabetes and its
macrovascular manifestations in Pacific populations: the medical effects of social
progress. Diabetes Care. 1979;2(2):144-153) lors des différentes études
épidémiologiques. Il y a bien d’autres données,j’en suis certain, qui pourraient appuyer
cet argument.
Ajout dans la section 1.1.2:
Des études épidémiologiques dans les années 70-80 sur tes populations urbaines et
rurales des 11es Satomon et des îles du Pacjfique ont montré que malgré uite espérance
de vie plus grande des populations développées urbaines des îles du Facjfique, des
facteurs comme l’alimentation et tes habitudes de vie attgntentent tes cas
d’hypertension et de maladies cardiovascutaires comparativement aux populations
ayant un mode de vieptusprimit[ Un régime plus riche en hydrates de carbone,
l’obésité et une consommation plus importante de set ont étéproposés comme étant des
facteurs pouvant expliquer cette différence.
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Commentaires spécifiques
Page 6, ligne 6: « . . . ou des thérapies préventives avant le développement de la
maladie ». A mon avis, cela est peu réaliste à court terme. Il faudrait pour cela être
capable de prédire l’éventualité de la maladie. Conceptuellement, la prévention
thérapeutique n’est pas envisageable en raison des coûts sur le système de santé.
Ce passage a été retiré.
Page 8, dernière phrase 2”’ paragraphe : « La fonction pulsatile du coeur est aussi
déterminante pour le développement de la pression artérielle. » Pourriez-vous préciser
votre pensée et développer?
Texte ajouté
Lafonction putsatlle du coeur est aussi déterminante pour l’augmentation de ta
pression artérielle. Le débit cardiaque, qui varie eu fonction du rythme et dtt volume
d’ejection systotique du coeur, va influer sur ta pression artériette. Par exempte, iii,
rythme cardiaque élevé au repos est souvent associé à l’hypertension ou à tut risque de
mortalitéplus important à cause d’une suractivation du système sympathique.
Page 10, dernière phrase 2’’ paragraphe: « Par contraste, les gros.. .système
sympathique ». Si l’on revient sur les anciens travaux de P.A. van Zwieten ou J. de
Champlain (pour ne citer qu’eux), vous réaliserez que l’activité du système nerveux
sympathique régule la pression artérielle surtout en imposant un tonus constant des
artères de résistance. L’innervation des artères de conductance est limitée au minimum si
on la compare à celle des petits vaisseaux.
Texte modifié:
Par couttraste, les vaisseaux de résistance et, à un niveau moindre, tes vaisseaux de
conductance semblent être davantage soumis aux infltteitces dtt systènte sympathique.
Page 21, dernière ligne: « .. .compte-tenu du rôle joué par l’angiotensine II... ».
Pourriez-vous préciser ? De quel rôle parlez-vous ? A quelle maladie l’angiotensine II
est-elle associée?
Texte ajouté
Le système rénbte-angiotensine, connu depuis plusieurs années, était une cible logiqtte
à catise de son influence sur la pressiolt artérielle par le contrôle de la réabsorption
ttibttlaire réitale et dtt volume sanguin et par les effets de l’angiotensine II sur te ton tus
vasculaire.
Page 38, dernière phrase : « L’oxydation des LDL est donc une des premières étapes du
processus athérosclérotique. » C’est probablement discutable si l’on considère l’étude de
Hodis et al (Circulation, 2002) qui montre que chez des patients sains, un traitement à
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Ï’alpha-tocopherol diminue l’oxydation des LDL sans ralentir la progression de I’ATX.
Cela devrait être inséré.
Bien que l’utilisation de la vitamine E comme antioxydant puisse être remise en
question, cette étude est une référence pertinente et elle a été insérée dans le texte.
Page 45, ligne 7, vous écrivez qu’il est surprenant qu’il y ait eu peu ou pas d’effets
secondaires associés aux antioxydants. Je crois me souvenir que dans certaines études, il
y a eu une augmentation de certains cancers. A vérifier.
Texte ajouté
Il est à souligner que certains effets des vitamines A et E et te beta-carotène sur tes
risques de développement du cancer soitt assez controversés. Par exempte, l’étttde lite
Beta-Carotene aitd Rethiot Efflcacy Trial, qui compreitait 18 000 persomtes à risqtte de
développer un cancer dit pottmon a montré que les patients traités avec une
combinaison beta-carotène et vitantine A ont un plus haut taux de mortalité attribuable
aux maladies cardiovasculaires et ait cancer du poumon comparativement aux patients
traités avec uit placebo. Il reste que ces résultats ne sont pas unjformes d’ttne étztde à
l’autre, qu’il est possible que cet effet soit limité aux vitantbtes, qui sont des
aittioxydants sottveitt disctttables, et qit ‘lune dimiittution directe des radicaux ou de
leurs marqueurs produits dans l’organisme des patients traités n ‘ajamais été associée
avec ces augmeittatiouts de risque.
Page 57 dernière phrase finissant page 58. Il semble que les inhibiteurs de COX-2 aient
montré leurs limites notamment en augmentant le risque cardiovasculaire chez des
patients âgés à risques. Il faudrait donc diminuer l’impact de cette phrase.
La phrase reliant les effets de l’angiotensine II à la COX2 a été modifiée.
Il a aussi été rapporté qite l’activation et la surexpression de la COX2 serait liée à
l’activation de l’enzyme NAD(P)H oxydase.
Page 104, second paragraphe : pourriez-vous développer car la dernière phrase est
difficile à comprendre basée sur les lignes d’avant.
Le passage a été clarifié en ajoutant une explication sur les propriétés
arythmogéniques des prostanoïdes:
De plus, l’indoinéthacine, un inhibiteur des cyclooxygénases 1 et 2, a contribué à
atténuer les arythmies dans les groupes recevant les diètes normales ou riches en
graisses animales mais n ‘ti eu aucutn effet sur les groupes recevant les oméga. Le
mécanisme d’action antiarythmiqtte des oméga serait donc relié à l’activité des
cyclooxygénases et à la syittltèse de certaiites prostanoïdes. D ‘ailleurs, mie expérience
sur des cardiomyocytes néonataux en culture a montré des propriétés arythmogéniques
des prostacyclines PGD2, PGE2 et PGf2 et du thromboxane A2 alors que ces
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propriétés qui sont beaucoup plusfaibtes pour tes aitatogues issus du métabotisme de
t’EPA (PGD3, PGE3, PGf3 et 1X43,).
Correction mineures
Page 5, ligne 8 : patient avec un « s»
Page 5, ligne 9 : patients traités et=présentaient
Page 8, dernière ligne : de ses vaisseaux
Page 14, ligne 9 : « sous l’effet de l’adrénaline » et j’ajouterai « de la noradrénaline ».
Page 15, ligne 2 : de ces impulsions
Page 15, ligne 6 : arc aortique, je pense que l’on dit plus arche ou crosse.
Page 25, ligne 4 «augmentation » remplacer par diminution.
Page 32, ligne 1 Deux récepteur avec un « s »
Page 36, dernière phrase du 1cr paragraphe pourriez-vous la clarifier?
Page 37, dernière phrase du paragraphe : « . . .les HDL ne son... » avec un «t»
Page 47, ligne5 : j’ajouterais la eNOS.
Page 55, ligne 3 remplacer endothéliales par épithéliales
Page 55, dernière ligne : PGI2 entre parenthèse.
Page 58, dernière phrase « . . .une augmentation du calcium circulant... ». Il s’agit d’une
augmentation de calcium intracellulaire suite à un stimulus. Revoir la référence citée.
Texte modifié:
De pltts, uite étude mesurant tes effets d’une stimulation de la relâche de calcium stcr
la contraction dans tes artères basilaires de chien u montré que l’activité
cyctooxygénase était augmentée en réponse à une augl?lentation du catciunt
intracellulaire et entraînait une atugmentation de la production d’anion sttperoxycÏe
par les cellules endothéliales.
Page 60, avant-dernière phrase. . . .aux histamines.., devient ..à l’histamine...
Page 64, ayant dernière ligne. . . .responsable de=du pic...
Page 65, 5e ligne : archaebactéries devient archéobactéries.
Page 66, 1ere ligne dernier paragraphe. De8 ces composés
Page 69, 2eme ligne en dessous de la légende. Il faudrait vérifier ces valeurs de demi-vie
car dans mon souvenir la demi-vie du NO est plus proche de 3 sec que de 800 sec.
La demie vie du NO est dépendante de sa concentration et aussi du milieu
physiologique ambiant. Les valeurs proposées ont été calculées dans un milieu
aqueux. Pour éviter la confusion, des données estimées dans des systèmes avec de
l’hémoglobine ont été rajoutées.
In vivo, la demi-vie du NO est probublentent beatccottp plus courte à cause des
réactions chimiques avec tes molécules biologiques environnantes, par exemple
l’hémoglobine qui réduit la demi-vie du NO à quelques secondes.
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Page 71, 1 ligne : ...laNO$ synthase..
Page 71, dernière ligne, il manque un «. » après NO.
Page 77 9emc ligne, la kétansérine est un antagoniste.
Page 78, ligne 6, . . . dépendants de ces
Page $1, ligne 7, . . Des études ont montrée..
Page 97 1ère ligne dernier paragraphe, manque un espace entre «A, » et « C »
Page 113, 1et paragraphe, dernière phrase : remplacer . . .proliférantes humaines.., pour
endothéliales humaines en prolifération...
Page 117, dernière ligne avant paragraphe 5.1. Il y a 3 fois la référence 486.
Page 120, ligne 12 « . . .hyperthrophie ventriculaire [insérer] « gauche » qui est décalé
après « ERK-MAPK >.
Toutes les corrections ont été faites.
Conclusion
Il s’agit de corrections mineures etje suis très favorable à la soutenance de celle thèse par
Mr Laplante
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RAPPORT SYNTHÈSE DE L’ÉVALUATION DE LA THÈSE
DE MONSIEUR MARC ANDRÉ LAPLANTE
(Code permanent:
Département de Pharmacologie
Faculté des études supérieures
Université de Montréal
La thèse de doctorat de Marc André Laplante, dont les travaux ont été effectués dans le
laboratoire du Dr Jacques de Champlain, contient des résultats très originaux. Les
résultats, nombreux, sont présentés dans la thèse sous forme de trois articles scientifiques,
dont deux sont déjà publiés dans des journaux de haut facteur d’impact. Les différentes
approches utilisées sont de pointes et très cohérentes dans la démarche scientifique pour
étayer les hypothèses de recherche. Ces travaux contribuent certainement à l’avancement
de nos connaissances sur la physiopathologie de l’hypertension artérielle, plus
particulièrement, de la régulation de la production vasculaire des radicaux entre autres
par l’angiotensine II, l’endothéline-l et d’acides gars, et leur implication dans la
pathogenèse de l’hypertension. La thèse fait état de nombreux principes physiologies,
biochimiques et pharmacologies, aussi bien théoriques qu’expérimentaux, que l’étudiant
a dû maîtriser au cours de sa formation au doctorat.
Dans l’ensemble, la thèse est bien structurée. Cependant, elle comporte une introduction
longue qui pourrait être améliorée. Par contre, les résultats sont très bien présentés et
l’interprétation de ceux-ci est très appropriée et bien articulée. La discussion comporte
également des résultats complémentaires et certaines perspectives de recherches
intéressantes. La thèse semble bien refléter les compétences scientifiques et analytiques
de l’étudiant. Enfin, la qualité du texte est excellente et les fautes d’orthographe et
grammaticales sont relativement rares, bien qu’il reste quelques coquilles.
Je considère donc la thèse de monsieur Marc André Laplante très bonne et elle doit être
acceptée sans modification majeure. Cependant, quelques corrections et réponses à
certains commentaires énoncés ci-après permettraient d’améliorer la qualité de la thèse.
J’aimerais vous féliciter, Monsieur Laplante, pour votre excellent travail et je vous
souhaite bonne chance dans vos proj ets futurs.
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Commentaires et corrections suggérées pour améliorer la qualité de la thèse:
• Le titre de la thèse me semble long. Une suggestion: Utilisez une version succincte
du premier paragraphe du résumé!
Une alternative possible serait: Étude de ta production d’anion superoxyde dans tes
cettutes de muscles tisses vasculaires du rat ltyperte;tdu.
Cependant, il est préférable de garder le titre actuel qui, bien que beaucoup plus
long, indique de façon beaucoup plus spécifique la nature des travaux.
• Mots clés : Il est surprenant de ne pas y voir les mots angiotensine et endothéline
Ces deux mots clés ont été rajoutés.
• Chapitre 1, Introduction: Bien que l’introduction soit très intéressante et comprend
une revue exhaustive de la littérature pertinente, elle est relativement longue et
contient quelques répétitions. Le remaniement de certaines sections permettrait
d’éviter ces répétitions et de maintenir le fil conducteur en rapport avec les principes
élaborés dans vos recherches et présentés dans les chapitres III à V.
Les remaniements suggérés ont été effectués
• Entre autres, la section 2.2 pourrait très bien être insérée dans la section 1 qui traite
des généralités sur les maladies cardiovasculaires et l’hypertension.
Les sections ont été regroupées
• Pour des raisons similaires, la section 2.5 pourrait être incluse dans la section 1.
Les sections ont été regroupées
• La section 5, qui semble orpheline à la fin de l’introduction, devrait suivre celles sur
l’Ang et l’ET-l puisqu’on s’y rapporte dans les chapitres suivants.
La section a été déplacée
• La section 3.3.5 devrait être intégrée dans la section 3.4.1. Enfin, une révision de
l’introduction permettrait de synthétiser certaines sections et d’éliminer les coquilles.
Les sections sur les vitamines ont été combinées.
• Il faudrait aussi éviter les phrases longues.
Certaines phrases ont été raccourcies dans l’introduction.
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• Chapitre 1, page 8, paragraphe 2, dernière ligne: «le développement de
l’hypertension» ou « l’augmentation de la pression artérielle»
Correction effectuée.
• Chapitre 1, page 11: Indiquez les sections relatives à l’endothéline (2.4) et à
l’angiotensine (2.3). Par ailleurs, inotrope doit être utilisé
Corrections effectuées.
• Chapitre 1, page 24 : «La rénine est la première étape... » est faux. De plus, le
dernier paragraphe, particulièrement la 2e phrase, est très imprécis.
Cette affirmation a été retirée. Le dernier paragraphe a été éliminé.
• Chapitre 1, page 29: Un schéma plus complet comprenant les différentes voies de
signalisation de l’Ang II serait souhaitable.
2 schémas beaucoup plus détaillés ont été rajoutés.
• Chapitre 1, page 32 : Il faudrait préciser que le récepteur ETB est présent sur les
cellules endothéliales vasculaires.
La phrase suivante a été ajoutée/modifiée:
Les récepteurs ETA sont présents en plus forte concentration dans la plupart des tiss lis
cardiovascutaires, surtout dans tes artères, bien qtte tes récepteurs ETB soient présents
en quantité appréciable dans tes veilles et te réseau artériel pulmonaire à la surface des
cetttttes endothéliates et musculaires tisses.
• Chapitre 1, page 77 : Le 2e paragraphe est plutôt répétitif et le lien avec la sérotonine
n’est pas clair. Est-ce nécessaire?
Ce paragraphe a été fusionné avec le paragraphe précédent. Les passages relatifs à
la sérotonine sont effectivement plus ou moins nécessaires et ont été supprimés.
• Chapitre 1, page $1, paragraphe 2, ligne 4-6: Le lien entre ET-l, NADPH et
hypertension minéralocorticoïde n’est certainement pas clair pour les non-initiés.
Les minéralocorticoïdes font partie du modèle de rats hypertendus (DOCA-sel)
utilisés par l’étude citée dans ce passage; modèle dans lequel la production
d’endothéline dans les tissus vasculaires est augmentée. Approfondir le lien entre
les minéralocorticoïdes et l’endothéline n’est pas vraiment l’objectif de cette section.
Pour clarifier l’idée du passage, la phrase a été modifiée et des explications
supplémentaires ont été ajoutées.
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Des études récentes oitt montré que t’endotltéline peut activer ta NAD(P)H oxydase in
vivo et que tes radicaux libres générés par ce mécanisme pouvaient jouer des rôles
importants dans un modèle d’hypertension chez te rat induite par ta
désoxycorticostérone et ttn régime élevé en sel (DOCA-set). Eit effet, daits ce modèle
de rat, on observe titi e augmentation des niveaux d’endothétine-l daits tes ltonaogéizats
d’artère carotide et un antagoniste sétectjf des récepteurs ETA, te ABT-61 7, pettt
préveltir t’augmentatioit d’anioit superoxyde dans ce tissu. L ‘apocynine, tin inhibiteur
de ta NAD(P)H oxydase, prévient aussi l’augmentation de ta production d’anion
sttperoxyde ce qui suggère un rôle dominant de ta NAD(P,.)H oxydase dans la
génération d’anion superoxyde dans ce modèle.
• Chapitre 1, page $5 : la section 3.3.2 est répétitive avec la section 3.2.2.4
La section 3.3.2 a été supprimée et jointe à la section 3.2.2.4.
• Chapitre 1, page 104, paragraphe 2, dernière phrase: Le lien entre l’action des oméga
et les prostanoïdes n’est pas clair ici.
Un ajout a été fait pour clarifier ce lien.
Le mécanisme d’action antiarythmique des oméga serait donc relié à l’activité des
cyctooxygénases et à la synthèse de certaines prostanoïdes [426]. D ‘ailleurs, ttite
expérieltce sur des cardiomyocytes néonataux en culture a ntontré des propriétés
arythmogéniques des prostacyctines PGD2, PGE2 et PGf2 et du thromboxane A2;
propriétés qui soitt beaucoup plus faibles pour les analogues isstts du métabolisme de
t’EPA (PGD3, PGE3, PGf3 et TX43) [427].
• Chapitre III, IV & Discussion : Suite aux résultats obtenus avec l’Ang II et l’ET-l
dans les cellules musculaires lisses en culture, il est proposé que l’Ang II active
directement la voie ERK-MAPK à court terme et indirectement par l’ET-l à long
terme. Cependant, l’ET-l, qui active aussi la voie ERK-MAPK, ne produit pas d’effet
biphasique sur la production de radicaux. Comment expliquez-vous ce phénomène?
Par conséquent, le schéma à la page 232 est plutôt spéculatif et le schéma à la page
233 semble présenter certaines contradictions. Puisque le PD9$059 bloqtie
complètement la production de radicaux, l’activation de la voie ERK-MAPK semble
indispensable à l’activation de la NADPH oxydase et, possiblernent la production
d’ET-l, par l’Ang II. Par la suite, l’ET-l activerait la production de radicaux en
maintenant l’activité de la voie ERK-MAPK. Ces concepts et schémas doivent donc
être révisés.
L’endothéline active la production de radicaux de façon soutenue par la NAD(P)ll
oxydase. Les mécanismes impliqués dans cette production, comme l’activité de la
voie ERK-MAPK, restent à déterminer. Il existe une différence entre l’effet de
l’angiotensine II et de l’endothéline sur la NAD(P)H oxydase. Le mécanisme de
l’angiotensine II est clairement ERK-MAPK-dépendant, mais nous n’avons pas
mesuré l’effet du PD98059 sur la production d’anion superoxyde par l’endothéline.
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Le carré ‘Maintient de l’activation de la voie ERK-MAPK’ a été enlevé puisque
cette étape n’est pas nécessairement impliquée dans la production soutenue de
l’anion superoxyde.
• Chapitre IV : Cette version de la publication comporte quelques coquilles.
• Chapitre IV, page 194: Comment expliquer l’effet antihypertenseur très tardif du
LU302872.
Apparemment, tous les effets de l’angiotensine ne sont pas dépendant de
l’endothéline. Par exemple, l’angiotensine est un vasoconstricteur, un stimulant
pour le système sympathique et augmente la réabsorption sodée au niveau des
tubules rénaux. Un blocage des récepteurs de l’endothéline ne parvient donc pas à
prévenir l’activation de tous ces mécanismes. De plus, l’endothéline prévient la
production tardive soutenue d’anion superoxyde, mais non la production rapide
d’anion superoxyde stimulée par l’angiotensine.
Les effets presseurs de l’angiotensine II sont par contre presque totalement
prévenus par un antioxydant (acide alpha-lipoïque). La production rapide d’anion
superoxyde serait donc un élément déclencheur important pour l’augmentation de
la pression artérielle et l’incapacité des antagonistes des récepteurs de l’endothéline
a empêcher cette production rapide est probablement la cause du manque d’effet
antihypertenseur du LU302872 dans les premiers jours du traitement.
Après quelques jours, les effets oxydants initiaux de l’angiotensine II s’estompent et
la production soutenue tardive d’anion superoxyde par l’endothéline joue un rôle de
plus en plus important dans le maintient de la pression artérielle.
Chapitre V: Les inhibiteurs des COX sont inefficaces à réduire la production de
radicaux induite par l’AA. Puisque la COX-2 semble être l’isoforrne susceptible
d’induire la production de radicaux, l’AA ne devrait pas stimuler l’expression de la
COX-2. A vérifier!
D’abord, un traitement avec des inhibiteurs des COX semble diminuer légèrement
la production d’anion superoxyde par 1’AA, ce qui serait probablement attribuable
à la stimulation de l’expression de la COX-2 par l’AA ou par d’autres produits du
métabolisme de l’AA. Cependant, nos résultats montrent que l’anion superoxyde
généré en réponse à l’AA provient d’abord majoritairement de sources différentes,
en particulier la 12-LOX. De plus, la disponibilité du substrat AA pour les COX
n’est peut-être pas un facteur limitant de l’enzyme. De sorte que la quantité absolue
de AA dans la cellule n’affecte pas nécessairement la vitesse de l’enzyme.
• Chapitre V, page 223 : Remplacer « a force transducer » par « a pressure transducer»
Correction effectuée
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• Chapitre VII: devrait être Chapitre VI
Correction effectuée. Les autres chapitres ont aussi été ajustés.
• Chapitre VI, page 230, ligne 2: 11 faudrait spécifier que l’anion superoxide est un
facteur déterminant dans le développement de l’hypertension induite par l’Ang II. En
effet, les antioxydants ne sont pas prouvés efficaces dans tous les cas d’hypertension,
particulièrement chez l’humain. De plus, dans le chapitre V, il est évidant que
l’augmentation de la production de radicaux ne cause pas systématiquement
d’hypertension.
Cette précision a été ajoutée.
• Chapitre VI, page 232: Dans la légende de la figure, il est important de spécifier «la




-Le troisième article a été remplacé par la version la plus récente.
-La pagination a été revue et modifiée.
-Les chapitres, numéros de figures et la table des matières ont été restructurés afin de
s’adapter aux différentes corrections.
-Certaines imprécisions et erreur typographiques ont été corrigées dans la bibliographie
-Une section, réponse aux arbitres, a été rajoutée.
-La table 2, chapitre 1 a été clarifiée. Les oméga-3 calculés représentent l’acide alpha
linolénique et non pas l’ensemble des oméga-3. Les sources d’oméga de type animales
ont été retirées pour éviter une confusion (ces sources étant surtout riches en DHA et
EPA).
